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Kovalente posttranslationale Modifikationen (PTMs) beeinflussen die Struktur und Funktion von Pro-
teinen. Zu den bedeutendsten PTMs zählt die Proteinphosphorylierung. Sie reguliert nahezu alle Be-
reiche der Zellbiologie und ist u.a. für Signalübertragungen, die Kontrolle von Enzymaktivitäten, 
Apoptose und Protein-Protein-Wechselwirkungen verantwortlich. Neben Phosphorylierungen an Se-
rin-, Threonin- und Tyrosinresten sind in der näheren Vergangenheit wenig untersuchte, labile Phos-
phorylierungen an Arginin-, Cystein-, Histidin- und Lysinresten, sowie Pyrophosphorylierungen an 
Serin- und Threoninbausteinen in den Fokus der Wissenschaft gerückt. Trotz großer Fortschritte auf 
dem Gebiet der Massenspektrometrie (MS) von Proteinen und Peptiden bleibt die Analyse dieser emp-
findlichen Modifikationen mittels Tandem-MS eine große Herausforderung. Gebräuchliche Fragmen-
tierungstechniken, wie kollisions-induzierte Dissoziation (CID) und höher energetische kollisions-
induzierte Dissoziation (HCD) verursachen in beträchtlichem Umfang die Abspaltung von Phosphat-
gruppen (Neutralverluste) und erschweren damit deren eindeutige Lokalisierung.  
In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass Elektronentransferdissoziation (ETD) in Kombination 
mit einer zusätzlichen HCD Aktivierung (EThcD) in der Lage ist, Peptide mit labilen Phosphorylie-
rungen in der Seitenkette unter Erhalt der Modifikation zu fragmentieren. Im Gegensatz zur herkömm-
lichen ETD werden mit dieser Technik höhere Sequenzabdeckungen sowohl auf Peptid als auch auf 
Proteinebene erzielt. Außerdem ermöglicht EThcD die zuverlässige Positionsbestimmung labiler Mo-
difikationen von kurzen, doppelt protonierten Peptidionen.  
In verschiedenen bottom-up-proteomischen Ansätzen konnte gezeigt werden, dass EThcD eine zwei-
felsfreie Identifizierung einer natürlich vorkommenden Cysteinphosphorylierung ermöglicht. Das 
entwickelte Verfahren ermöglicht weiterhin die eindeutige Charakterisierung von Produkten und Ne-
benreaktionen bei Synthesen zur positionsspezifischen Einführung von Proteinpyrophosphorylierun-
gen und Proteincysteinphosphorylierungen. Außerdem waren sie essentiell für die Charakterisierung 
artifizieller Modifikationen in Antikörper-Wirkstoff-Konjugaten (ADC) und deren Derivaten. 
Die Untersuchung labiler Modifikationen beschränkte sich jedoch nicht nur auf die Peptidebene. Ei-
gens für die Bestimmung des Wirkstoff-Antikörper-Verhältnisses (DAR), ein wichtiger Parameter bei 
der Charakterisierung von ADCs, und zur Quantifizierung von Nebenreaktionen wurde eine LC-MS- 
Methode zur Analyse intakter Proteine entwickelt und erfolgreich angewendet. 
Außerdem wurden Methoden für die Identifizierung von endogenen Lysinphosphorylierungen entwi-
ckelt. Unter dem Gesichtspunkt der Labilität wurde für die Proteomanalyse von Lysinphosphorylie-
rungen ein bottom-up-Phosphoproteomikansatz etabliert, der eine effiziente Anreicherung, eine leis-
tungsfähige Fraktionierungstechnik und eine hochselektive massenspektrometrische Methode beinhal-
tet. Das MS-Verfahren beruht auf der Generierung eines diagnostischen Phospholysinimmoniumions 





Spektrums desselben Precursorions veranlässt (triggert). Diese Strategie gewährleitestete eine schnel-
le, empfindliche und zweifelsfreie Identifizierung von lysinphosphorylierten Peptiden.  
Darüber hinaus wird im Zuge dieser Arbeit gezeigt, dass sich pyrophosphorylierte Peptide unter CID-
Bedingungen in ihrem Neutralverlustmuster von den massengleichen (isobaren) diphosphorylierten 
Peptiden unterscheiden. Dieses Verhalten stellt einen Schlüsselschritt in einer spezifischen, neutralver-
lustgetriggerten EThcD Methode dar, welche die zweifelsfreie Identifizierung von Pyrophosphorylie-
rungen, ohne Kompromisse in Bezug auf Geschwindigkeit oder Empfindlichkeit eingehen zu müssen, 
ermöglicht. In Kombinationen mit verschiedenen Anreicherungs- und Fraktionierungstechniken konn-
te damit in Hefezellen und humanen embryonalen Nierenzellen der Nachweis der ersten Proteinpyro-
phosphorylierungen, einer neuen endogenen posttranslationalen Modifikation, erbracht werden.   
 
Schlagworte: Cysteinphosphosphorylierung, Lysinphosphorylierung, Pyrophosphorylierung, EThcD, 







Covalent posttranslational modifications (PTMs) influence the structure and function of proteins. Pro-
tein phosphorylations belong to the most important PTMs, regulating almost all area of cell biology, 
including cell signaling, regulation of enzyme activity, apoptosis and protein-protein interactions. Be-
side phosphorylation of serine, threonine and tyrosine residues, rarely characterized labile phosphory-
lations, for instance phosphorylations of arginine, cysteine, histidine and pyrophosphorylations of 
serine and threonine residues got into the focus of science, driving the development of powerful mass 
spectrometry techniques (MS) to. However, the analysis of those delicate modifications via tandem 
mass spectrometry remains a challenge. Common fragmentation techniques such as collision induced 
dissociation (CID) and higher-energy collision dissociation (HCD) cause to an considerable extent the 
cleavage of phosphate groups (neutral losses), hampering unambiguous localization of the modifica-
tion site. 
In the present work, it is shown that electron-transfer dissociation (ETD) combined with HCD sup-
plemental activation (EThcD) is able to fragment peptides with labile phosphorylations at the side 
chains without losing the modification. In contrast to ETD, this technique provides higher sequence 
coverages of proteins and peptides. In addition, EThcD allows confident modification site assignment 
of short doubly protonated peptide ions. 
In several bottom-up proteomic approaches, EThcD allowed the reliable identification of a naturally 
occurring cysteine phosphorylation, the characterization of products and off-target reactions during the 
site specific introduction of protein pyrophosphorylations and protein cysteine phosphorylations. 
Moreover, they played an essential role in characterizing artificial modifications of antibody drug con-
jugates (ADC) and its derivatives. 
Additionally, studies of labile modifications were not restricted on peptides. To determine the drug-to-
antibody ratio (DAR), an important parameter during ADC characterization, and to quantify the degree 
of side reactions a HPLC-MS method for assessing intact proteins was developed. 
In addition, methods for identification of lysine phosphorylations were developed. For the proteome 
wide analysis of lysine phosphorylations, considering the lability of the modification, a bottom-up 
phosphoproteomic approach, consisting of an efficient enrichment procedure, a powerful fractionation 
technique and a highly selective mass spectrometry method was established. The MS-method relies on 
the generation of diagnostic phospholysine immonium ions during HCD, which trigger in a second 
step an additional EThcD spectrum of the same precursor ion. This strategy ensures the fast, sensitive 
and confident identification of lysine phosphorylated peptides.  
Furthermore, the present work shows that isobaric pyro- and diphosphorylated peptides differ in their 
neutral loss pattern during CID. This behavior was a key step in a specific neutral loss triggered 
EThcD method, which allows the reliable identification of pyrophosphorylations without compromis-





and various fractionation techniques, this method allowed the identification of the first protein pyro-
phosphorylations, a new endogenous PTM, in yeast and human embryonic kidney cells.   
 
Keywords: cysteine phosphorylation, lysine phosphorylation, pyrophosphorylation, EThcD, trigger 
methods, new endogenous PTMs 
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1 Einleitung und aktueller Kenntnisstand 
1.1 Die Proteinphosphorylierung - eine posttranslationale Modifikation  
Während der Proteinbiosynthese wird die Basensequenz eines mRNA-Moleküls in die Aminosäurese-
quenz eines Proteins übersetzt. Nach der Translation können Veränderungen an den Proteinen, soge-
nannte posttranslationale Modifikationen, stattfinden. Eine der bedeutendsten und am meisten unter-
suchten Modifikationen ist die Proteinphosphorylierung. Sie fand erstmals im Jahre 1906 Erwähnung, 
als Levene et al. eine Phosphorylierung des Proteins Vitellin beschrieben. Weitere 26 Jahre sollte es 
dauern bis die erste Serinphosphorylierung in die Literatur einging.1   
Es wird davon ausgegangen, dass ca. 30% aller humanen Proteine zu irgendeinem Zeitpunkt eine 
Phosphorylierung erfahren.2 Der Grad der Phosphorylierung wird durch antagonistisch wirkende Pro-
teinkinasen und –phosphatasen reguliert. Kinasen katalysieren unter Verbrauch von ATP die Einfüh-
rung einer Phosphorylgruppe. Im Gegensatz dazu katalysieren Phosphatasen die Hydrolyse der Pro-
teinmodifikation (vgl. Abbildung 1).3 
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der kinase- und phosphataseabhängigen Proteinphosphorylierung. 
 
Unter physiologischen Bedingungen führt der Einbau der Phosphorylgruppe zur Einführung zweier 
negativer Ladungen, welche eine Konformationsänderung innerhalb des betroffenen Proteinabschnit-
tes nach sich ziehen kann.4 Dies ist unter anderem in der Ausbildung von ionischen Wechselwirkun-
gen mit einem oder mehreren benachbarten Argininresten begündet.5 Die induzierten Strukturverände-
rungen ganzer Proteine oder Proteinteile können zu Änderungen der Enzymaktivität, der Lokalisation 
des Proteins innerhalb der Zelle oder zu Interaktions- und Dissoziationsreaktionen führen, sodass bei-
nahe jeder Abschnitt des Zellzyklus reguliert wird.6 Ein prominentes Beispiel ist die cAMP-abhängige 
Proteinkinase A, welche mehr als 100 Proteine an Serin- und Threoninresten phosphoryliert.7 
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Derzeit sind mehr als 500 humane Kinasen bekannt.8 Sie stellen damit eine der größten Enzymgruppen 
innerhalb des humanen Proteoms dar. Neben der immensen Anzahl an Kinasen kodiert das humane 
Genom für über 150 Phosphatasen, die sowohl Spezifitäten gegenüber Serin, Threonin und Tyrosin als 
auch duale Spezifität für Serin und Threonin zeigen.9 Das wechselseitige Zusammenspiel von Kinasen 
und Phosphatasen beeinflusst eine Vielzahl physiologischer Prozesse, welche vom Herz-Kreislauf-
System über neurologische Mechanismen, die Immunantwort und endokrine Aktivitäten bis hin zum 
Bewegungsapparat reichen.2, 10, 11 Umso schwerwiegender wirken sich Störungen dieses sensiblen 
Gleichgewichts aus. Durch Mutationen innerhalb des Genoms hervorgerufene Veränderungen von 
Proteinen können Signalwege beeinflussen und zu ernsthaften Krankheiten führen.2 Das wachsende 
Verständnis dafür, dass Phosphorylierungen in direktem Zusammenhang mit pathologischen Zustän-
den stehen, hat zu einem gesteigerten Interesse innerhalb der wissenschaftlichen Gemeinschaft ge-
führt, potentielle Phosphorylierungsstellen zu identifizieren und deren Funktionen zu untersuchen. Die 
daraus gewonnenen Erkenntnisse sind unter anderem in die Entwicklung von Wirkstoffen zur Behand-
lung von Krebs, chronischen Entzündungen und Diabetes eingeflossen.2  
Ein prominentes Beispiel ist der vielfach in der Krebstherapie eingesetzte Wirkstoff Imantinib (vgl.  
Abbildung 2). Er ist in der Lage, die durch Mutation entstehende BCR-ABL-Tyrosinkinase zu hem-
men.12 Grund für den Gendefekt ist eine reziproke Translokation des Gens der ABL-Tyrosinkinase auf 
dem Chromosom 9 mit einem Fragment des BCR-Gens des Chromosoms 22. Das in Folge dessen 
entstehende, sogenannte „Philadelphia-Gen“, führt zur Expression des Fusionsproteins Tyrosinkinase 
BCR-ABL. Dieses Enzym weist eine im Vergleich zu ABL verstärkte Tyrosinkinaseaktivität auf, sorgt 
für eine unkontrollierte Bildung von weißen Blutkörperchen und kann der Auslöser für verschiedene 
Formen von Leukämie sein. In Abhängigkeit der Position des Bruchs im BCR-Gen werden Fusions-
proteine unterschiedlicher Größe und Struktur exprimiert, welche zu chronischer myeloischer (CML), 
akuter lymphatischer (ALL) oder akuter myeloischer Leukämie (AML) führen.13, 14 Imantinib hemmt 
durch selektive, kompetitive Inhibition von ABL-Tyrosinkinasen die krankhaft gesteigerte Vermeh-
rung mutierter Blutstammzellen.  
 
 
Abbildung 2: Struktur des ABL-Tyrosinkinaseinhibitors Imantinib (Handelsname: Glivec™) zur Behandlung 
verschiedener Leukämieformen. 
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1.1.1 Arten von Phosphorylierungen 
Lange Zeit fokussierte sich die Forschung auf Phosphorylierungen an den Hydroxylgruppen der Ami-
nosäuren Serin (Ser), Threonin (Thr) und Tyrosin (Tyr) (vgl. Abbildung 3). Der überwiegende Anteil 
davon (ca. 90%) wird von Serinphosphorylierungen eingenommen. Die restlichen 10% entfallen auf 
Threonin- und Tyrosinphosporylierungen. Zusätzlich zu diesen sogenannten O-Phosphorylierungen 
werden Modifikationen der Carboxylgruppen von Asparagin- (Asp) und Glutaminsäure (Glu) gezählt. 




Abbildung 3: Struktur der O-Phosphorylierungen von Serin, Threonin und Tyrosin. 
 
Jüngste Studien belegen, dass Phosphorylierungen auch an anderen Aminosäuren auftreten und eine 
biologische Relevanz aufweisen können.18, 19 Zu diesen zählen Phosphorylierungen der nukleophilen 
Seitenketten der stickstoffenthaltenden Funktionalitäten von Arginin (Arg), Histidin (His) und Lysin 
(Lys), welche unter dem Begriff N-Phosphorylierungen zusammengefasst werden können.20, 21 Außer-
dem sind Modifikationen der Thiolgruppe des Cysteins (S-Phosphorylierungen) und zusätzliche Phos-
phorylierungen bereits bestehender Serin- und Threoninphosphorylierungen zu Pyrophosphorylierun-
gen dokumentiert (vgl. Abbildung 4).22, 23  
Trotz zahlreicher Fortschritte auf dem Gebiet der Protein- und Peptidanalytik finden diese Modifikati-
onen bislang deutlich seltener Erwähnung in der Literatur. Einer der möglichen Gründe besteht in der 
inhärenten Labilität dieser Modifikationen gegenüber den niedrigen pH-Werten, wie sie in verschiede-
nen phosphoproteomischen Techniken Anwendung finden.  
Unter den labilen Phosphorylierungen ist die Histidinphosphorylierung (pHis) die am meisten unter-
suchte Modifikation. Erstmals im Jahre 1962 erwähnt, weiß man heute, dass sie in Bakterien, Pflan-
zen, Säugetierzellen und Pilzen auftreten kann.19, 24, 25 Aktuelle Studien zeigen, dass deren Anteil am 
gesamten Proteom von Bakterien erheblich höher ist, als lange Zeit angenommen und ein Paradig-
menwechsel bei der Betrachtung von Phosphoproteomen angezeigt ist.26 
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Abbildung 4: Struktur labiler Phosphorylierungen und deren Nachweis in vitro (blau) oder in vivo (grün).34 
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Die außerordentliche biologische Relevanz der Histidinphosphorylierung wird durch eine kürzlich 
erschienene Arbeit von Hindupur et al. unterstrichen.19 In dieser wird die Rolle der Modifikation in 
der Karzinogenese von Lebertumoren beschrieben.  
Ähnlich wie bei pHis konzentrierte sich die Erforschung von Argininphosphorylierungen (pArg) bis-
lang primär auf Bakterienproteome.20, 35, 36 Eine besonders herausragende Arbeit gelang der Gruppe 
um Tim Clausen. Sie demonstrierte, dass die Kinase McsB Argininreste in der DNA-Bindungsdomäne 
des Heat-shock Regulatorproteins CtsR phosphoryliert, somit inhibitorisch in die Regulation der Tran-
skription eingreift.21 Außerdem konnte gezeigt werden, dass pArg markierte Proteine von der Clp Pro-
tease erkannt und abgebaut werden, sodass der Argininphosphorylierung eine entscheidende Rolle 
beim Proteinumsatz zukommt.18     
Weniger ist über die dritte N-phosphorylierung Phospholysin (pLys) bekannt. Trotz ihrer ersten Er-
wähnung im Jahre 1967 und weiterer Studien, welche die Existenz dieser Modifikation in Säugerzel-
len beschreiben, ist bislang wenig über die biologische Bedeutung von pLys dokumentiert.20, 37 Arbei-
ten aus den 70er Jahren legen nahe, dass pLys auf dem Histone H1 von regenerierten Rattenleberzel-
len und Walker-256 Krebszellen vorkommt.29 Darüber hinaus wurde eine Pyrophosphatphosphatase 
als eine mögliche pLys-Phosphatase identifiziert.38 Im Gegensatz zu pHis und pArg gelang jedoch 
bislang kein eindeutiger (molekularer) Nachweis einer Lysinphosphorylierung in einem Protein. Eine 
spezifische Kinase, welche in der Lage wäre Lysinreste zu modifizieren, ist bis dato ebenfalls nicht 
bekannt. Aufgrund ähnlicher chemischer Eigenschaften wie pHis oder pArg wird jedoch stets über 
eine mögliche, biologische Bedeutung der Lysinphosphorylierung spekuliert. 
Phosphocystein (pCys) ist vor allen Dingen als wichtige Aminosäure im aktiven Zentrum verschiede-
ner Cystein-abhängiger Phosphatasen (CDPs), wie z.B. PTB1B und Phosphatasen aus Rattenleberzel-
len, bekannt.39, 40 Ferner tritt es als Intermediat im phosphoenolpyruvatabhängigen Phosphotransfera-
sesystem auf. Nicht zuletzt wurde pCys auf den Transkriptionsregulatoren SarA/MgrA von Staphy-
lococcus aureus nachgewiesen, wo es sich für die Resistenz der Pathogene gegenüber Antibiotika 
verantwortlich zeigt.22   
Eine weitere labile Modifikation stellt die Proteinpyrophosphorylierung dar. Umrahmt von sauren 
Aminosäureresten tritt diese nicht enzymatisch eingeführte Modifikation an zuvor phosphorylierten 
Serin- und Threoninresten auf.23, 41, 42 Es wird angenommen, dass die Übertragung des weiteren Phos-
phatrestes mit Hilfe von Inositolpyrophosphatmessengern in Gegenwart von Magnesiumionen erfolgt. 
Obwohl verschiedene Prozesse, darunter Insulinausschüttung, Ribosomenbiogenese, Blutgerinnung 
und Krebszellmigration in Verbindung mit diesen Messengermolekülen gebracht werden, gelang es 
bislang nicht zu klären, inwieweit Proteinpyrophosphorylierungen hierbei eine Rolle spielen.43-48 Bis-
herige Studien basierten ausschließlich auf in vitro Markierungsstrategien und führten zur Identifikati-
on einer Handvoll möglicher Substrate in Hefe- und Säugerzellen.23, 49, 50 Die kontrovers diskutierte 
Frage, ob die Proteinpyrophosphorylierung überhaupt in vivo existiert, blieb somit unbeantwortet.51  
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1.1.2 Labilität von Phosphorylierungen 
Das Adjektiv labil leitet sich von dem spätlateinischen labilis (leicht gleitend) ab. Der Duden grenzt 
die Bedeutung als „nicht fest gefügt, sondern zur Veränderung, zu Schwankungen neigend, unbestän-
dig, leicht störbar“ ein. Synonym für das Wort labil werden unter anderem anfällig, empfindlich, fra-
gil, instabil oder störanfällig verwendet. Antonym für die Labilität wird die Stabilität gebraucht.52  
Im Kontext der Phosphorylierungen werden unter dem Begriff Labilität verschiedene Aspekte zu-
sammengefasst: Hierbei sei zu allererst die geringere chemische Stabilität der nukleophilen Phospho-
ramidate pHis, pArg und pLys, sowie des Phosphorthioats pCys und der gemischten Anhydride pAsp 
und pGlu im Vergleich zu Phosphorylierungen von Serin, Threonin oder Tyrosin, gegenüber sauren 
und teilweise basischen Bedingungen zu nennen. Des Weiteren verfügen labile Phosphorylierungen 
über eine geringe thermische Stabilität und können labil gegenüber massenspektrometrischen Ionisie-
rungs- und Fragmentierungstechniken sein (vgl. Kapitel 1.2.5.2). 
Die chemische Labilität von Phosphoramidaten lässt sich aus der Gibbs-Energie (freien Enthalpie, 
ΔG) ableiten. Im Vergleich zu Phosphomoestern (ΔG°= −6.5 bis −9.5 kcal/mol)53, 54 liegt diese für 
pArg, pHis und pLys zwischen −10.3 und −14 kcal/mol55-57, sodass eine Hydrolyse des Phosphatrestes 
thermodynamisch bevorzugt ist. Obwohl der ε-Stickstoff von Phospholysin unter einem physiologi-
schen pH-Wert sehr wahrscheinlich als protoniert vorliegt (pKa von N-butylphosphoamid ≈9,9),58 so-
dass die P-N-Bindung geschwächt wird, weisen die Phosphoramidatstickstoffe von pHis und pArg 
keine basischen Eigenschaften auf.34 Das freie Elektronenpaar von pHis ist Bestandteil des aromati-
schen Systems und das des Phosphorarginins liegt partiell delokalisiert in einem sechsgliedrigen Ring 
vor (vgl. Abbildung 5).20, 59 
 
 
Abbildung 5: Angenommene Strukturen und Ladungsverteilungen von pHis, pArg und pLys unter einem 
physiologischem pH-Wert.20, 34, 58, 59 
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Erschöpfende Studien zur Stabilität von N-Alkylphosphoramidatestern zeigten, dass es unter stark 
sauren (1 M HCl, pH=0) und stark basischen (1M NaOH, pH=14) Bedingungen zu einer rapiden Ab-
nahme der phosphorylierten Spezies innerhalb weniger Stunden kommt. Wurden die Phosphoramidate 
jedoch mit niedriger konzentrierten Säuren (0,1% TFA, pH=2) oder Puffersystemen mit pH-Werten 
zwischen 4,7 (0,1 M NH4OAc) und 9,7 (0,1 M NH4OAc) inkubiert, betrug die Hydrolyse innerhalb 
von fünf Stunden weniger als 20%.60  
Der Phosphorylierungsgrad von Phosphorthiolaten nimmt bei pH-Werten von 2,9 (0,1% FA) und 
2,0 (0,1% TFA) sowie Raumtemperatur innerhalb von drei Stunden in etwa um die Hälfte ab. Unter 
schwach sauren Bedingungen (0,1 M NH4OAc, pH 4,7) ist die Labilität höher als bei den Phosphor-
amidaten. Dennoch ließen sich nach fünf Stunden Inkubationszeit ca. zwei Drittel des ursprünglich 
eingesetzten pCys-Peptides nachweisen. Die geringste Hydrolyse der Cysteinphosphorylierung wurde 
in einem pH-Wertbereich zwischen 7,4 und 8,4 (0,1 M Tris) verzeichnet.61  
Beide Studien dokumentierten die inhärente Labilität von Phosphoramidaten- und thiolaten gegenüber 
sauren Bedingungen. Sie zeigten jedoch auch, dass ein kurzzeitiger Einsatz saurer Lösungen (pH>2) 
im analytischen Verfahren Hydrolysen in geringem Umfang verursachen, sodass eine zuverlässige 
Charakterisierung der intakten Moleküle möglich sein sollte.   
Pyrophosphorylierte Peptide wiesen im Vergleich zu Phosphoramidaten- und thiolaten eine geringere 
Labilität gegenüber niedrigen pH-Werten auf. Äußerst harsche Bedingungen (0,1 M HCl, pH=1,0) 
waren erforderlich, um über einen Zeitraum von 24 h bei Raumtemperatur eine Hydrolyse von 24% zu 
bewirken. Erhöhte man die Temperatur auf 37°C so nahm die Hydrolyse im gleichen Zeitraum auf 
67% zu. Verschiebungen des pH-Wertes in den basischen Bereich (0,1 M NaOH, pH=13,1) zogen eine 
vollständige Hydrolyse bei Raumtemperatur nach sich. Außerdem bewirkten sulfonsäureenthaltende 
Puffer, wie HEPES oder MES, trotz ihres neutralen pH-Wertes eine signifikante Hydrolyse der Modi-
fikation. Allgemein sind Pyrophosphorylierungen jedoch inert gegenüber chemischer Hydrolyse über 
einen weiten pH-Wertbereich und diverse Puffersysteme. Sie werden daher auch als semilabil einge-
stuft.62     
Sowohl für Studien zur Stabilität als auch für die Entwicklung analytischer (massenspektrometrischer) 
Verfahren sind synthetische, positionsspezifisch modifizierte Peptide als Modellsystem von entschei-
dender Bedeutung, weshalb im folgenden Abschnitt die Fortschritte zur Darstellung dieser Peptide 
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1.1.3 Synthesestrategien zur Darstellung labiler Peptidphosphorylierungen 
Für die Entwicklung leistungsfähiger massenspektrometrischer Verfahren zur Analyse labiler Peptid-
modifikationen ist es von eminentem Vorteil, wenn man einen Zugang zu dem eigentlichen Analyten 
in Form von Standardverbindungen hat. Diese ermöglichen es, neben der Labilität, diverse weitere 
Eigenschaften wie das Fragmentierungsverhalten, die Ionisierungsfähigkeit oder das chromatographi-
sche Verhalten zu untersuchen. Daher wurden verschiedene chemoselektive Reaktionen, welche die 
gezielte Implementierung einer Phosphorylierung innerhalb eines Peptides ermöglichen, entwickelt. 
Die große Herausforderung besteht darin, nach der Festphasenpeptidsynthese (solid phase peptide 
synthesis, SPPS) die ungeschützte Aminosäuresequenz selektiv unter Verzicht harscher Abspaltungs- 
und Entschützungsbedingungen zu modifizieren (vgl. Abbildung 6).34 
   
 
Abbildung 6: Allgemeines Schema zur Darstellung labiler Peptidphosphorylierungen.34 
 
Für die Synthese von Phosphohistidinpeptiden wird die ungeschützte Aminosäuresequenz mit Phos-
phorylchlorid bei einem pH-Wert > 9,5 umgesetzt.63 Erhöht man den pH-Wert, so lassen sich auch 
Lysin- und in Kombination mit Cu(II)-Salzen Argininreste phosphorylieren.37, 64 Darüber hinaus wer-
den Phosphoramidatsalze verwendet, um aminosäurespezifisch die Phosphorylierung einzuführen. So 
reagiert beispielsweise Kaliumphosphoramidat, welches durch den Austausch von Ammoniak mit 
einem Ammoniumphosphoramidat erhalten wird, mit ca. 15% Umsatz selektiv mit Histidinresten. Im 
Reaktionsgemisch finden sich sowohl die einfach phosphorylierten π-pHis und τ-pHis (siehe Abbil-
dung 4) als auch die doppelt phosphorylierte Spezies (1,3-di-pHis) wieder. Das Verhältnis der einzel-
nen Produkte zueinander wird über die Reaktionszeit kontrolliert.63, 65 Enthält die Peptidsequenz zu-
sätzlich noch Lysinreste, muss bei einem unvollständigen Ammoniakaustausch jedoch mit Nebenreak-
tionen gerechnet werden.66 Ein zusätzlicher Nachteil dieser Ansätze besteht darin, dass bei der Anwe-
senheit weiterer Histidinreste eine selektive Phosphorylierung eines dieser Reste nicht möglich ist. 
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Neben der bereits aufgeführten Synthese mit einem P(V)-Reagens lassen sich pArg-Peptide enzyma-
tisch mit Hilfe der Proteinargininkinase McsB und ATP synthetisieren.67 Darüber hinaus wurde für die 
positionsspezifische Einführung einer Argininphosphorylierung ein Fmoc-geschützter SPPS-Phospho-
argininbaustein (Fmoc-Arg(PO(OTc)2)-OH) synthetisiert. Dieser Baustein ist mit säure- und basen-
stabilen 2,2,2-Trichlorethylschutzgruppen ausgestattet und ermöglicht somit die Freisetzung geschütz-
ter Aminosäurereste und die Mobilisierung des modifizierten Peptides ohne Verlust der Phosphorylie-
rung. Nach der Abspaltung von der Festphase wird das pArg-Peptid final durch eine Hydrierung unter 
basischen Bedingungen erhalten (vgl. Abbildung 7).68 
 
 
Abbildung 7: Synthesestrategie zur positionsspezifischen Einführung von pArg.34, 68 
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Wie zuvor erwähnt, hat man mittels Phosphorylchlorid nur einen unselektiven Zugang zu pLys-Pep-
tiden. Die Entwicklung der chemoselektiven Staudinger-Phosphitreaktion und deren Anwendung auf 
azido-Lysinpeptide überwand diese Limitierung und ermöglichte die regioselektive Einführung von 
Lysinphosphorylierungen auf Peptidebene.60 Die in der Gruppe von Christian Hackenberger entwi-
ckelte Syntheseroute erlaubt die Darstellung von pLys-Peptiden unter Anwesenheit weiterer Lysinres-
te, eine Fähigkeit, welche essentiell für wichtige Erkenntnisse auf dem Gebiet der Tandemmassen-
spektrometrie war.60, 69  Unter Verwendung verschiedensubstituierter Phosphite wurden zwei Synthe-
sestrategien verfolgt: Zum einen wurde eine Synthese in Lösung unter Erhalt eines geschützten 
pLys-Peptides entwickelt, bei der das pLys-Peptid durch Bestrahlung freigesetzt wird (vgl. Abbildung 
8a).60 Zum anderen wurde ein basenlabiles Harz und ein cyanoethylgeschütztes Phosphoramidat ge-
nutzt, um durch basische Spaltung pLys-Peptide zu erhalten (vgl. Abbildung 8b).70   
 
 
Abbildung 8: Chemoselektive Synthesen von pLys-Peptiden.34  
Die Synthese kann in Lösung (a) oder ausgehend von einem festen Trägermaterial (b) erfolgen.60, 70 
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In der Gruppe von Benjamin Davis wurde eine Variante zur Darstellung von Cysteinphosphory-
lierungen in Proteinen und Peptiden entwickelt.71, 72 Sie basiert auf einem zweistufigen Synthese-
protokoll, bei dem im ersten Schritt der Cysteinrest unter Bildung eines Dehydroalanins eliminiert 
wird. Im zweiten Schritt erfolgt die Cysteinphosphorylierung durch Reaktion mit einem Thiophosphat 
(vgl. Abbildung 9A).71  
 
 
Abbildung 9: Chemoselektive Synthese von Cysteinphosphorylierungen.34  
Variante A basiert auf einem zweistufigen Ansatz bei dem ein Enantiomerengemisch synthetisiert wird.72 Vari-
ante B ermöglich die Synthese enantiomerenreiner pCys-Peptide unter Erhalt der Stereochemie.61  
 
Die Reaktion liefert unabhängig von der Größe des reagierenden Nucleophils sowohl die D- als auch 
die L-Form in einem Verhältnis von 60:40.73 Dieser Aspekt wurde von Bertran et. al. aufgegriffen. Sie 
entwickelten einen Syntheseansatz, welcher enantiomerenreine pCys-Peptide unter Erhalt der Stereo-
chemie erlaubt. Dazu wird die Thiolgruppe des Cysteins mit Ellman`s Reagenz unter Erhalt eines 
elektrophilen Disulfides umgesetzt. Der somit aktivierte Cysteinrest wird anschließend selektiv mit 
verschiedenen nukleophilen Phosphiten, unter Bildung der entsprechenden Phosphorthioate, umge-
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setzt. Das enantiomerenreine pCys-Peptid in seiner endogenen L-Form wird im letzten Schritt durch 
Bestrahlung gewonnen (vgl. Abbildung 9B).61 Die Retention der Stereochemie wurde anhand von 31P- 
und 1H NMR-Messungen sowie chromatographischen Untersuchungen verifiziert. Trotz der bemer-
kenswerten Fortschritte auf dem Feld der chemoselektiven Synthese von Cysteinphosphorylierungen 
ist eine positionsspezifische Einführung der Modifikation derzeit mit Hilfe beider Ansätze nicht mög-
lich. Die gezielte Phosphorylierung eines Cysteinrestes innerhalb eines Proteins, welches weitere Cys-
teinresten beinhaltet, stellt daher eine große Herausforderung in der Zukunft dar.  
Um ein tieferes Verständnis der biologischen Funktion von Proteinyrophosphorylierungen zu erlan-
gen, wurde in der Gruppe von Dorothea Fiedler eine Methode zur positionsspezifischen Einführung 
dieser Modifikation auf Peptidebene entwickelt. Das Verfahren nutzt die immanente Nukleophilie von 
Serin- und Threoninresten, um unter Einwirkung eines Phosphorimidazolidreagenzes eine Pyrophos-
phatbindung zu generieren (vgl. Abbildung 10).74, 75 Um mögliche Interaktionspartner pyrophosphory-
lierter Proteine zu identifizieren, gilt es als nächstes einen Weg zu finden, die Pyrophosphorylierung 
auf Proteinebene einzuführen. 
 
 
Abbildung 10: Chemoselektive Synthese von pyrophosphorylierten Peptiden.34, 74, 75  
 
Nachdem die wichtigsten Synthesestrategien zur Darstellung labiler Phosphorylierungen aufgeführt 
und deren Bedeutung herausgestellt wurde, gilt es im nächsten Schritt näher darauf einzugehen, wie 
sich diese Modifikationen auf Protein- und Peptidebene in biologischen Systemen nachweisen lassen. 
Vor diesem Hintergrund wurden verschiedene Ansätze entwickelt, auf deren Funktion, Relevanz und 
Ablauf im Folgenden näher eingegangen werden soll.   
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1.2 Analyse von Protein- und Peptidmodifikationen 
1.2.1 Bottom-up und Top-down-Proteomik  
Die Untersuchung von Proteinen und deren Modifikationen mittels massenspektrometrischer Metho-
den kann in ihrer intakten Form (top-down) oder durch partielle Hydrolyse zu relativ großen Peptiden 
(middle-down) erfolgen. Diese Ansätze bieten den Vorteil, dass alle oder ein Großteil der Modifikati-
onen gleichzeitig erfasst werden. Außerdem lassen sich Spleißvarianten und Verkürzungen der Ami-
nosäuresequenz erfassen und die biologische Funktion kompletter Proteoformen untersuchen.76-82  
Diese Informationen gehen größtenteils während des sogenannten bottom-up-Ansatzes, bei dem die 
Proteine zu Peptiden hydrolysiert werden, verloren. Dennoch erfährt diese Strategie eine weitaus grö-
ßere Beliebtheit. Die bottom-up-Techniken werden in verschiedene Varianten unterteilt, wobei jede 
ein besonderes Aufgabengebiet und ein bestimmtes Leistungsprofil abdeckt. Für alle Techniken 
gleichsam gilt, dass zu Beginn die Proteine aus einer Zellkultur oder einem Gewebe extrahiert und im 
Anschluss mit einer sequenzspezifischen Protease, wie z.B. Trypsin, zu Peptiden verdaut werden. Das 
entstandene Peptidgemisch kann danach fraktioniert oder in Bezug auf bestimmte Proteinmodifikatio-
nen angereichert werden. Im nächsten Schritt werden die Peptide mittels nanoLC-Reversed-Phase 
Chromatographie (nanoRP-HPLC) getrennt und über Elektrosprayionisation (electrospray ionisation, 
ESI) ionisiert. Die entstandenen Peptid-Precursorionen werden im Anschluss in das Vakuum des Mas-
senspektrometers transferiert und in der Gasphase durch verschiedene Techniken in Bruchstücke 
(Fragmente) gespalten. Die Fragmentierung von Precursorionen wird unter dem Begriff Tandemmas-
senspektrometrie zusammengefasst. Auf diesem Weg generierte Fragmentspektren ermöglichen die 
Identifizierung von Peptiden und deren von Modifikationen. Die während eines bottom-up-Ansatzes 
anfallenden, beträchtlichen Datenmengen werden mit Hilfe bioinformatischer Methoden und unter 
systembiologischen Gesichtspunkten analysiert und ausgewertet (vgl. Abbildung 11).83-86  
Prinzipiell werden drei bottom-up-Ansätze unterschieden: Der sogenannte shotgun Proteomik Ansatz 
nutz die datenabhängige Akquisition von MS/MS-Spektren (DDA) und zielt darauf ab, einen Großteil 
des Proteoms zu erfassen. Targeted Proteomik (gezielte Proteomik) beschränkt sich auf die reprodu-
zierbare und empfindliche Erfassung einzelner, bekannter Peptide mittels single reaction monitoring 
(SRM) oder multi reaction monitoring (MRM). Bei der datenunabhängigen Aufzeichnung (DIA) er-
folgt eine simultane Fragmentierung verschiedener Peptide innerhalb eines bestimmten m/z-Bereiches, 
welche zu umfangreichen und komplexen Fragmentionenkarten führt.  
In einem DDA-Experiment werden alle Ionenspezies, welche zu einem bestimmten Zeitpunkt in den 
Massenspektrometer gelangen, in einem hochaufgelösten Übersichtsspektrum (auch MS1, Full-Scan 
oder Precursorion-Scan genannt) erfasst, sodass deren Ladungszustand und m/z-Verhältnis bekannt 
sind.  





Abbildung 11: Schema des Ablaufes eines bottom-up-Phosphoproteomikansatzes83, 85-91 
Nach der Isolierung von Proteinen, werden diese reduziert, alkyliert und enzymatisch verdaut. Im nächsten 
Schritt werden Phosphopeptide mit Hilfe von Anreicherungs- und Fraktionierungstechniken von unphosphory-
lierten Peptiden weitgehend abgetrennt. Die gewonnenen Peptide werden danach mittels nanoLC-MS getrennt, 
ionisiert und massenspektrometrisch in einer datenabhängigen Aufzeichnung, bestehend aus einem hochaufge-
lösten Übersichtsspektrum und diversen Fragmentspektren, erfasst. Die erzeugten Fragmentspektren werden 
abschließend mit Hilfe verschiedener bioinformatischer Werkzeuge interpretiert und ausgewertet.   
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Im Anschluss daran werden so viel wie möglich dieser erkannten Precursorionen sequentiell isoliert 
und fragmentiert (MS2-Level). Der Zyklus des alternierenden Wechsels aus der Aufzeichnung eines 
Übersichtsspektrums und mehrerer Fragmentspektren wird in der Regel zeitlich begrenzt und stetig 
wiederholt. In einem typischen „top N Zyklus“, wobei N die Anzahl der MS2-Spektren angibt, folgen 
jedem MS1 beispielweise 10 MS/MS-Scans, wobei die Precursorion nach unterschiedlichen Kriterien, 
wie der Intensität, dem Ladungszustand oder dem m/z-Verhältnis nacheinander fragmentiert werden. 
Um wiederholtes Fragmentieren hochabundanter Precursorionen zu vermeiden und an analytischer 
Tiefe zu gewinnen, werden bereits fragmentierte Precursorionen für ein definiertes Intervall (meist 40-
60 sec) von weiteren Fragmentierungen ausgeschlossen (dynamische Ausschlusszeit). In modernen 
Hybrid- und Tribrid-Orbitrapmassenspektrometer erfolgt aus Gründen der Schnelligkeit und Empfind-
lichkeit die Erfassung von Fragmentspektren in einer Ionenfalle parallel zur Aufzeichnung des Über-
sichtsspektrums in der Orbitrapzelle. Durch die sukzessiv verbesserte Auflösung der Orbitrapmassen-
spektrometer und der damit einhergehenden Verkürzung der Messzeit bei gleicher Auflösung, ist ge-
genwertig die Messung von bis zu 40 hochaufgelösten MS/MS pro Sekunde und die Identifizierung 
von ca. 5000 Phosphopeptiden innerhalb von 15 min möglich.92 Die Orbitraptechnologie beinhaltet 
jedoch auch einige Limitierungen. Beispielsweise ist die Anzahl an Ionen, mit der die Orbitrapzelle 
gefühlt werden kann, begrenzt, sodass der dynamische Bereich, welcher im MS1 erreicht werden kann, 
limitiert ist. Als Parameter für die Anzahl an gesammelten Ionen wird der sogenannte AGC-Zielwertes 
(automatic gain control) sowohl auf  MS1 als auch MS2-Ebene festgelegt. Zum Erreichen dieses Ziel-
wertes wird eine bestimmte Zeit (injection time) vorgegeben. 
Des Weiteren kann die Analyse einer hochabundanten Spezies in der Orbitrapzelle zu sogenannten 
Space-Charging-Effekten führen, in dessen Folge die Massengenauigkeit signifikant abnimmt und 
Massenfehler > 3 ppm auftreten. Dessen ungeachtet ist das DDA-Experiment die Methode der Wahl 
zur Charakterisierung von bekannten und unbekannten Proteinmodifikationen. 
Bei der targeted Proteomik konzentriert man sich auf einzelne Proteine oder Proteinabschnitte, welche 
zuvor identifiziert wurden oder bekannt sind. Anhand dieser Vorkenntnisse werden einzelne Peptide, 
meist unter Berücksichtigung ihrer Retentionszeit, gezielt selektiert und fragmentiert. Um die Selekti-
vität zusätzlich zu erhöhen, wird sich nicht nur auf ein Fragmention beschränkt, sondern mehrere 
Fragmente erfasst. Dieses MRM wird häufig bei Triplequadrupolinstrumenten (QQQ) angewendet, die 
einen hohen linearen Bereich für die Quantifizierung aufweisen.93 Neben QQQ-Instrumenten werden 
zunehmend Orbitrapgeräte für solche gezielten proteomischen Fragestellungen eingesetzt. In diesem 
Fall wird von parallel reaction monitoring (PRM) gesprochen, da das komplette MS2 Spektrum erfasst 
wird.94 Targeted Proteomikansätze kommen bei der Charakterisierung von Proteinmodifikationen eine 
besondere Bedeutung zu, da sie es ermöglichen auch niedrig abundante Precursorionen reproduzierba-
re zu detektieren. Basis dafür ist jedoch deren vorangegangene Identifizierung. 
In datenunabhängigen Methoden werden mehrere Precursorionen parallel fragmentiert. Die Zuord-
nung der Fragmentionen zu ihren jeweiligen Precursorion erfolgt über die gezielte Signalerkennung 
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anhand zuvor akquirierter Einzelpeptidfragmentionenspektren oder durch die Erzeugung von Pseu-
dofragmentionenspektren, welche aus den DIA-Daten gewonnen werden.95, 96  Der entscheidende Vor-
teil gegenüber dem DIA-Ansatzes besteht darin, dass der überwiegende Teil des Spektrums an Precur-
sorionen, welches durch den Dynamikbereich abgedeckt ist, nahtlos erfasst wird. Nachteilig ist, dass 
Fragmentionenspektren zur Identifizierung von Peptiden aus den DIA-Daten a priori generiert werden 
müssen.95, 97, 98 DIA ermöglicht die reproduzierbare Identifizierung von bis zu 5900 Proteinen inner-
halb einer halben Stunde Analysenzeit.92 Die Charakterisierung und Lokalisierung unbekannter Modi-
fikationen ist aufgrund der inhärenten Komplexität der MS2-Spektren derzeit jedoch nicht möglich.   
Neben diesen Ansätzen werden komplett neue Methoden entwickelt, um die beschriebenen Limitie-
rungen zu egalisieren. So ist es beispielsweise seit kurzem möglich, verschiedene Precursorionen pa-
rallel in einem Ionenmobilitätsinstrument, nach ihrer Größe und Form zu trennen und anschließend 
sequentiell zu fragmentieren. Dieser Ansatz der parallelen Akkumulation und seriellen Fragmentie-
rung (PASEF™) ermöglicht eine besonders schnelle und empfindliche Fragmentierung und hat das 
Potential isobare Ionen voneinander zu trennen,99 eine Eigenschaft, welche beispielsweise bei der Un-
terscheidung isomerer Phosphopeptide zum Tragen kommt.100   
Für die Quantifizierung von Proteinen und deren Modifikationen stehen ausgereifte Methoden, welche 
chemisches oder metabolisches Labeling nutzen, zur Verfügung.101-105 Für diese Verfahren sind Limi-
tierungen in Bezug auf den dynamischen Bereich oder die Richtigkeit der Quantifizierung dokumen-
tiert.106, 107 Verbesserungen in der erzielten Auflösung von Massenspektrometern in Kombination mit 
Fortschritten bei der Entwicklung von Algorithmen haben dazu geführt, dass labelfreie Quantifizie-
rungsmethoden vermehrt bei DDA-, SRM- und DIA-Ansätzen genutzt werden.95, 98, 108, 109  
Da der Fokus dieser Arbeit auf der Entwicklung bottom-up-proteomischer Ansätze zur Identifizierung 
labiler, endogener Phosphorylierungen lag, sollen in den folgenden Kapiteln besonders relevante Ab-
schnitte wie die Anreicherung labiler Phosphorylierungen, deren Fraktionierung und tandemmassen-
spektrometrische Erfassung sowie Quantifizierung beleuchtet werden.   
 
 
1.2.2 Verfahren zur Anreicherung von Phosphopeptiden 
Phosphorylierte Peptide treten in einem bottom-up-Proteomikansatz allgemein in substöchiometri-
schen Mengen auf und haben eine geringere Ionisierungseffizienz als ihr unmodifizierter Counter-
part.110 Vor diesem Hintergrund wurde ein breites Spektrum an Anreicherungsverfahren entwickelt. 
Den größten Anteil nehmen dabei die metallbasierten Affinitätsanreicherungen der immobilisierten 
Metallionenaffinitätschromatographie (IMAC) und der Metalloxidaffinitätschromatographie (MOAC) 
ein, welche auf der elektrostatischen Wechselwirkung der Phosphorylierung mit einer Festphase basie-
ren. Bei IMAC werden Übergangsmetallkationen (Fe3+, Ga3+, Zr4+, usw.) verwendet, an die die negativ 
geladenen Phosphatgruppen der Phosphopeptide binden.111, 112 Die Immobilisierung dieser Kationen 
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erfolgt über Chelatkomplexe, welche an magnetische Kügelchen oder silikabasierte Harze gebunden 
sind. Die neueste Generation von IMAC-Verfahren beruht auf einer Titanium(IV)-Spezies (Ti4+).113  
MOAC nutzt ebenfalls die Affinität des Sauerstoffs gegenüber Metallen, welche Bestandteil einer 
Matrix sind. Als Metalloxide werden Zirconiumoxid (ZrO2), Magnetit (Fe3O4) und Titaniumoxid (Ti-
Ox) eingesetzt, wobei letzteres mit Abstand am weitesten verbreitet ist.114-117 
Die Abtrennung der Phosphopeptide erfolgt bei beiden Techniken entweder über Säulen- oder Batch-
verfahren. Sowohl IMAC als auch MOAC sind in der Phosphoproteomik weit verbreitete Standardver-
fahren und wurden in den vergangenen Jahren kontinuierlich weiterentwickelt. Welches der beiden 
Verfahren jedoch am besten für die Anreicherung von phosphorylierten Peptiden geeignet ist, wird 
kontrovers diskutiert. Vor diesem Hintergrund werden zunehmend kombinierte oder sequentielle An-
reicherungsstrategien eingesetzt. So werden Kombinationen von Eisen- und Zirkonium-IMAC, Eisen- 
und Titanium-IMAC, oder Gallium-IMAC zusammen mit TiOx genutzt um verschiedene Phosphopep-
tidspezies anzureichern.118-120 Weitere Optimierungen umfassen den Einsatz von Komplexbildnern, 
wie Nitrilotriessigsäure (NTA) und Iminodiessigsäure (IDA),121 sowie die Zugabe von Additiven, wie 
Glycerol, bis-Trispropan, Zitronensäure oder saurer Aminosäuren.122-124 Sogar verschiedene Partikel-
größen wurden untersucht, um die Effizienz von MOAC-Harzen zu verbessern.125 All diese Arbeiten 
dienen vor allem einem Zweck: Sie sollen die Reproduzierbarkeit, Selektivität und analytische Tiefe 
der Anreicherungsverfahren erhöhen. Obwohl es heute möglich ist, mehrere tausend serin-, threonin- 
und tyrosinphosphorylierte Peptide anzureichern und zu identifizieren, ist die Übereistimmung an 
Phosphopeptiden, welche mit verschiedenen, etablierten Verfahren angereichert werden, gering.126  
Lange Zeit ist man davon ausgegangen, dass diese metallbasierten Methoden nur bedingt für die An-
reicherung säurelabiler Phosphorylierungen geeignet sind, da für die Beladung der Harze saure Bedin-
gungen gewählt werden, um unspezifische Bindungen zu reduzieren. Dies wurde durch eine kürzlich 
erschienene Arbeit von Potel et al. widerlegt.26 Mit Hilfe eines Fe3+-IMAC-Verfahrens und milden 
Beladungs- und Waschbedingungen sowie kurzen Beladungszeiten gelang die umfangreiche Anrei-
cherung säurelabiler Phosphohistidinpeptide. Das Verfahren übertraf etablierte antikörperbasierte Ver-
fahren, ist kostengünstiger und einfacher in der Handhabung. Das damit angereicherte E.coli-
Phosphoproteom wies einen unerwartet hohen Anteil an Histidinphosphorylierungen auf.26 Darüber 
hinaus nutzten Junker et al. ein TiOx-basiertes Anreicherungsverfahren zur umfassenden Analyse von 
Argininphosphorylierungen in Staphylococcus aureus.36 
Neben IMAC und MOAC wurden verschiedene Immunoanreicherungen entwickelt. Allen voran die 
Einführung von pTyr-spezifischen Antikörpern und deren Einsatz in phosphoproteomischen Ansät-
zen127, 128 hat zu einem tieferen Verständnis der biologischen Funktion dieser posttranslationalen Mo-
difikation beigetragen.129-131 Diese Arbeiten waren eine Blaupause für das Feld der labilen Phosphory-
lierungen, auf dem ebenfalls antikörper-basierte und weitere selektive Anreicherungsverfahren unab-
hängig von IMAC und MOAC entwickelt wurden.   
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1.2.3 Selektive Anreicherung labiler Phosphorylierungen 
Besondere Anforderungen gelten für die Anreicherung labiler Phosphorylierungen. Neben dem sub-
stöchiometrischen Auftreten und der reduzierten Ionisierungsfähigkeit gilt es die inhärente Säurelabili-
tät der Modifikationen zu berücksichtigen.  
In Anbetracht dessen wurde mit Hilfe des stabilen Analogons Phosphoryl-Triazolethylamin (pTze), 
dessen heterocyclische Struktur eine hohe Übereinstimmung mit der Größe und Struktur des stabileren 
τ-pHis-Isomers aufweist (vgl. Abbildung 12), ein pan-spezifischer Antikörper für die Anreicherung 
von pHis-Peptiden entwickelt.132 Dieser Antikörper zeigte eine hohe Affinität für pHis, wies jedoch 
auch eine signifikante Kreuz-Reaktivität mit pTyr auf. Diese Limitierung wurde durch eine zweite 
Generation von Analoga (Phosphonopyrazolylethylamin (pPye) und 4-Phosphopyrazolyl-2-ylalanin 
(pPza)), welche zur Herstellung hochselektiver, polyklonaler Antikörpern führte, überwunden.133, 134  
 
 
Abbildung 12: Gegenüberstellung der Histidinisomere π-pHis und τ-pHis mit ihren säurestabilen Analoga zur 
Herstellung von pHis-spezifischen Antikörpern.132-135 
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Die Gruppe um Tony Hunter ging noch einen Schritt weiter. Mit Hilfe der Analoga 1- und 3-Phospho-
triazolylalanin (1-pTza und 3-pTza)135, eingebaut in randomisierten Peptidsequenzen, gelang ihnen die 
Generierung der ersten monoklonalen Antikörper (mAbs), welche in der Lage waren die Isomere 
π-pHis und τ-pHis voneinander zu unterscheiden.136 Diese Entwicklung führte zu umfassenden Unter-
suchungen der Histidinphosphorylierung in Bakterien- und Säugetierzellen.137-139      
Für die selektive Anreicherung von argininphosphorylierten Peptiden wurde ebenfalls die Entwicklung 
von sequenzunspezifischen Antikörpern forciert. Als stabile Analoga wurden dafür das Phosphonat-
amidin 2-((6-Aminohexyl)amino)-2-iminoethyl)-phosphonsäure (6-pAIE) und das Sulfonatamidin 
2-((6-aminohexyl)amino)-2-iminoethane-1-sulfonsäure (6-sAIE) erprobt (vgl. Abbildung 13).140 Beide 
Isostere weisen zwar eine ähnliche Geometrie wie pArg auf, jedoch besitzt nur die Phosphonatgruppe 
formal zwei negative Ladungen, wohingegen die Sulfonatgruppe lediglich eine trägt. Daraus resultier-
te, dass nur das 6-pAIE-Hapten Klone generierte, die selektiv pArg banden. Parallel wurde gezeigt, 
dass auch 2-((2-ammonioethyl)amino)-2-iminoethyl)-phosphonsäure (2-pAIE) als Analogon für die 





Abbildung 13: Gegenüberstellung von Phosphoarginin mit deren säurestabilen Analoga zur Herstellung von 
pArg-spezifischen Antikörpern.140, 141 
 
Eine grundlegend andere Strategie zur Identifizierung von pArg-Peptiden nutzt eine Mutante der 
Argininphosphatase YwIEG.ste.142 Dieser spezifische Binder wird an einer Festphase immobilisiert und 
bindet phosphoargininenthaltende Proteine und Peptide.  
Obwohl Cysteinphosphorylierungen bereits in prokaryotischen und eukaryotischen Systemen nachge-
wiesen wurden und davon ausgegangen wird, dass diese eine elementare Rolle bei der Signaltransduk-
tion in Zellen spielen, fehlt es bislang an leistungsfähigen Werkzeugen um cysteinphosphorylierte 
Peptide und Proteine anzureichern. Es ist anzunehmen, dass neben der chemischen Labilität, die er-
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hebliche, strukturelle Ähnlichkeit mit den hochabundanten, ubiquitär verbreiteten Serinphosphorylie-
rungen eine große Herausforderung bei der Entwicklung eines pCys-spezifischen Anreicherungsver-
fahrens darstellen.  
Seit ihrer ersten Erwähnung auf dem Histon H1 in den siebziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts 
ist es über proteomische Methoden bislang nicht gelungen die Existenz der Lysinphosphorylierung auf 
dem Histon H1 in vivo nachzuweisen. Der hohe Grad an verschiedenen Modifikationen, das an-
spruchsvolle chromatographische und massenspektrometrische Verhalten terminaler Histonpeptide 
und die dokumentierte Säurelabilität sind nur einige mögliche Gründe dafür warum der direkte Nach-
weis bislang nicht gelungen ist.60, 69 Daher sind die Synthese von stabilen pLys-Analoga und die Gene-
rierung eines pan-spezifischen Antikörpers von besonderem Interesse. Auch die selektive Anreiche-
rung von Histonproteinen könnte eine Strategie sein, um entscheidend zur Identifikation von pLys auf 
dem Histon H1 beizutragen. 
Für die Anreicherung pyrophosphorylierter Peptide wurde von der Gruppe um Dorothea Fiedler kürz-
lich ein Affinitätsreagens entwickelt.143 Dieser dinukleare Zink(II)-Komplex wird an ein Harz gebun-
den und ist in der Lage serin- und threoninpyrophosphorylierte Peptide in Gegenwart eines komplexen 
Zelllysates einzufangen und wieder abzugeben (vgl. Abbildung 14). Während der Anreicherung wer-
den unerwünschte, unspezifisch gebundene Peptide mittels anorganischem Phosphat (Pi) vom Harz 
gewaschen und die gebundenen Pyrophosphopeptide mit anorganischem Pyrophosphat (PPi) eluiert. 
Dieser synthetische Rezeptor weist eine höhere Affinität gegenüber Diphosphatestern als gegenüber 
anderen anionischen funktionellen Gruppen, wie Monophosphatester, Sulfatester und Carboxylsäuren 




Abbildung 14: Syntheseroute für die Herstellung des harzgebundenen, dinuklearen Zink(II)-komplexes, welcher 
zur Anreicherung pyrophosphorylierter Peptide eingesetzt wird.143 
 
Zusätzlich zu den diversen Anreicherungsverfahren wurden verschiedene chromatographische Trenn-
techniken für die Trennung komplexer Peptidgemische entwickelt. 
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1.2.4 Trennungs- und Fraktionierungstechniken 
Die Peakkapazität und der dynamische Bereich eines Phosphoproteomikansatzes reichen trotz effizi-
enter Anreicherungsverfahren meist nicht aus, um das komplexe Peptidgemisch, hinreichend zu erfas-
sen.144 Daher wird allgemein vor der HPLC-MS ein zusätzlicher Trennungsschritt implementiert. Die 
Fraktionierung erfolgt auf Proteinebene mit Hilfe ein- und zweidimensionaler Gelelektrophorese (1DE 
und 2DE) oder chromatographischer Techniken.145-147  
Auf Peptidebene wird vor allen Dingen die mehrdimensionale Chromatographie bei der Klärung kom-
plexer, proteomischer Fragestellungen genutzt. Da die Kopplung der Reversed-Phase Chromatogra-
phie mit der Tandemmassenspektrometrie in der letzten Dimension die Methode der Wahl ist, wurden 
zahlreiche dazu komplementäre Trenntechniken, welche sowohl online als auch offline vor der eigent-
lichen HPLC-MS/MS eingesetzt werden, etabliert.148 Theoretisch sind diverse, aufeinander folgende 
Verfahren denkbar. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit und Schnelligkeit moderner Massenspekt-
rometer wird sich in der Regel auf eine zusätzliche Trenntechnik in einem sogenannten 2D-LC-MS-
Ansatz beschränkt. Die Leistungsfähigkeit einer solchen 2D-LC-Trennung hängt von verschiedenen 
Faktoren ab: Zum einen sollte eine hohe Kompatibilität zwischen der ersten und der zweiten Dimensi-
on bestehen. Zum anderen wird eine hohe Peakkapazität für die erste Trennung angestrebt. Nicht zu-
letzt ist eine ausreichende Orthogonalität in Bezug auf den Trennmechanismus zwischen beiden Di-
mensionen essentiell für eine effektive Fraktionierung.149 
Weit verbreitet unter den Trenntechniken ist die zu den Ionenaustauschchromatographien (IEX) zäh-
lende, starke Kationenaustauschchromatographie (SCX). Diese wird bei der Analyse von Phosphopep-
tiden meist mit weiteren, metallbasierten Anreicherungsverfahren kombiniert.111 Beispielsweise wurde 
SCX in Kombination mit TiO2 erfolgreich bei der Anreicherung von Phosphotyrosin eingesetzt.150 
Auch die Isolation von Phosphopeptiden ohne einen zusätzlichen Anreicherungsschritt konnte mit 
Hilfe von SCX und dem Einsatz verschiedener, komplementärer Puffersysteme gezeigt werden.151 
Darüber hinaus lassen sich mittels Ionenaustauschchromatographie bestimmte Aminosäuresequenzen 
an- bzw. abreichern. So werden beispielsweise Phosphopeptide mit sauren Aminosäureabschnitten mit 
Hilfe der starken Anionenaustauschchromatographie (SAX) abgetrennt. Dies ist von Bedeutung, wenn 
man sich auf Sequenzabschnitte konzentrieren möchte, welche vermehrt von basophilen Kinasen 
phosphoryliert werden oder ein gesteigertes Interesse an sauren Aminosäuresequenzen besteht.152  
Neben der IEX hat die Hydrophile Interaktionschromatographie (HILIC) vermehrt Anwendung in der 
Proteomik gefunden. Dieses Trennverfahren nutzt eine polare stationäre Phase und einen binären Gra-
dienten aus organischer bis polarer mobiler Phase. Die Trennung richtet sich nach der Hydrophilie der 
einzelnen Peptide, wobei die Elutionsreihenfolge entgegengesetzt zur RP-HPLC ist. HILIC wird als 
zusätzliche orthogonale Trenntechnik und in Verbindung mit metallbasierten Anreicherungsverfahren 
und SCX-Trennungen eingesetzt.153, 154 
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Eine weitere Methode, welche sich bei der Analyse von Phosphopeptiden etabliert hat, ist die 
electrostatic repulsion-hydrophilic interaction chromatography (ERLIC). Sie vereint die Prinzipien 
von HILIC und Anionaustauchchromatographie. ERLIC wird sowohl zur Anreicherung von Phos-
phopeptiden als auch als multidimensionale Fraktionierungsmethode eingesetzt.155-157 In einer verglei-
chenden Studie gelang es mit ERLIC mehr als doppelt so viele Phosphopeptide anzureichern als mit-
tels herkömmlichen Ionenaustauchverfahren.158          
Trotz bemerkenswerter Weiterentwicklungen auf verschiedenen Gebieten der Chromatographie hat 
sich in den letzten Jahren vor allen Dingen die Fraktionierung mit Hilfe der RP-HPLC unter basischen 
pH-Werten durchgesetzt.159 Vergleiche zwischen RP- und SCX-Fraktionierungen zeigten erhebliche 
Vorteile des RP-Ansatzes gegenüber der Ionenaustauschchromatographie. In vier biologischen Repli-
katen ließen sich nach TiO2 Anreicherung mehr als doppelt so viele Phosphopeptide mit Hilfe der 
basichen RP-Fraktionierung nachweisen. Weitere Optimierungen der chromatographischen und mas-
senspektrometrischen Bedingungen führten sogar zu einer Vervierfachung der identifizierten Phos-
phopeptiden.160, 161 Die Gründe für diese signifikanten Unterschiede sind mannigfaltig: Allen voran 
verfügt die RPLC über eine höhere Peakkapazität.149 Des weiteren werden Laufmittel verwandt, wel-
che keine oder nur geringe Mengen an Salz enthalten. Die einzelnen Fraktionen weisen somit eine 
hohe Kompatibilität mit der anschließenden LC-MS auf. Im Gegensatz dazu müssen SCX-Fraktionen 
im Allgemeinen entsalzt werden, was sich negativ auf die Empfindlichkeit auswirken kann. Ein wich-
tiges Charakteristikum der SCX ist deren hohe Orthogonalität in einem SCX-RP-HPLC-Ansatz. Es 
konnte jedoch gezeigt werden, dass auch in einem 2D-RP-HPLC-RP-HPLC-MS-Ansatz eine ver-
gleichbare Orthogonalität erreicht werden kann. Basis dafür ist eine große pH-Differenz zwischen 
beiden Dimensionen. So werden idealerweise pH-Werte von 10 in der ersten Dimension und pH-
Werte ≤ 3 für die LC-MS eingesetzt.162-164 Die Unterschiede in der Selektivität der Trennung resultie-
ren aus den verschiedenen Ladungsverteilungen innerhalb der Peptidkette hervorgerufen durch den 
Wechsel des pH-Wertes.165  
Um nicht jede Fraktion einzeln in der zweiten Dimension analysieren zu müssen, wurden zweckmäßi-
ge Fraktionierungstechniken entwickelt wobei Fraktionen, die frühzeitig eluieren, mit Fraktionen aus 
der Mitte und des Endes des Chromatogramms miteinander vereinigt werden (vgl. Abbildung 15). 
Diese Strategie ermöglicht es, die Anzahl an gemessenen Fraktionen und die damit verbundene Ge-
samtmesszeit für einen Proteomikansatz zu reduzieren, ohne an analytischer Tiefe zu verlieren.166 Die 
Anzahl der vereinigten Fraktionen richtet sich dabei nach dem Trennvermögen der ersten Dimension 
und der Komplexität der Probe. 
Für die Fraktionierung säurelabiler Protein- und Peptidmodifikationen kommen im Wesentlichen Io-
nenaustauschchromatographien sowie die basische RP-HPLC mit pH-Werten von 8 in Frage.  
 




Abbildung 15: Schema der Fraktionierung in einem 2D-RPLC-RPLC-MS-Ansatz. 
In diesem Beispiel nimmt die chromatographische Trennung der ersten Dimension 60 min in Anspruch. Inner-
halb dieser Zeit erfolgt die Fraktionierung in Form von vier sich wiederholenden Zyklen, wobei ein Zyklus einen 
Zeitraum von 15 min umfasst. Innerhalb dieser Zeit werden 15 Fraktionen mit einer Dauer von jeweils 1 min 
gesammelt. Dieser Zyklus wiederholt sich im Anschluss, sodass die Fraktionen 1, 16, 31 und 46 miteinander 
vereinigt werden und sich die Gesamtanzahl an Fraktionen von 60 auf 15 reduziert.      
 
Nachdem in den vorangegangenen Kapiteln verschiedene Wege aufgezeigt wurden wie sich labile 
Phosphorylierungen anreichern und abtrennen lassen, so soll als nächstes der aktuelle Kenntnisstand in 
Bezug auf die massenspektrometrische Analyse von modifizierten Proteinen und Peptiden skizziert 
werden.   
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1.2.5 Tandemmassenspektrometrische Analyse von Proteinen und Peptiden  
Die Tandemmassenspektrometrie, kurz MS/MS oder MS2, ist eine der vielseitigsten und leistungsfä-
higsten Methoden, um die Struktur eines Peptidmoleküls aufzuklären. Hochauflösende Massenspekt-
rometer (high resolution mass spectrometry, HRMS) und deren hohe Massengenauigkeit erlauben es 
zwar, die Elementzusammensetzung eines Peptides zu bestimmen, die Aminosäuresequenz lässt sich 
daraus jedoch nicht ableiten. Um diese Information zu erhalten, muss das Peptid oder Protein einer 
Fragmentierung unterzogen werden. Der allgemeine Ablauf eines solchen tandemmassenspektrometri-
schen Experiments setzt sich aus der Selektion und Isolation eines Vorläuferions (auch Precursorion 
genannt), dessen Manipulation durch Energiezufuhr und der Detektion der entstandenen Fragmentio-
nen (Produktionen) zusammen. Die Energiezufuhr kann dabei in multiplen kleinen Schritten, durch 
beispielweise Stöße, oder in einem schnellen Schritt durch Absorption eines UV-Photons erfolgen. Die 
Geschwindigkeit und der Betrag mit der die Energie zugeführt wird, haben einen wesentlichen Ein-
fluss auf die Art und relative Abundanz der entstehenden Fragmentionen. Um zusätzliche strukturelle 
Informationen von Fragmentionen zu erhalten, können diese wiederum isoliert und fragmentiert wer-
den. Dieser Prozess wird als MSn bezeichnet.  
Für die Analyse von Proteinen und Peptiden werden verschiedene Anregungstechniken eingesetzt. 
Diese können auf der Kollision mit Gasmolekülen, Wechselwirkungen mit Elektronen, elektronen-
übertragenden- oder elektronenaufnehmenden Reagenzien oder der Absorption von Photonen beruhen. 
Viele dieser Techniken sind komplementär zueinander, sodass deren paralleler Einsatz das Spektrum 
an Informationen über die Struktur eines Peptides oder Proteins erweitern kann. Eine universelle 
Fragmentierungstechnik, welche in der Lage ist alle Fragestellungen der Protein- und Peptidanalytik 
zu beantworten, existiert jedoch bislang noch nicht.  
Zur Einordnung der verschiedenen Arten von Fragmentionen wurde von Roepstorff und Fohlman eine 
Nomenklatur eingeführt.167 Darin repräsentieren alphabetische Buchstaben die Art der gespaltenen 
Bindung und Zahlen die Position der Spaltungsstelle im Vergleich zum N-oder C-Terminus (vgl. Ab-
bildung 16). Allgemein werden Ionen, welche den N-Terminus des Peptides enthalten, als a-, b- und 
c-Ionen bezeichnet, wohingegen Ionen die den C-Terminus beinhalten, als x-, y- und z-Ionen definiert 
werden. Verfolgt man das Peptidrückrat vom N- zum C-Terminus so sind Cα-C, C-N und N-Cα Spal-
tungen, welche zu komplementären Paaren aus a-/x-, b-/y- und c-/z-Ionen führen, möglich. Zusätzlich 
zu den beschriebenen Ionenpaaren sind interne Fragmentionen, welche aus der multiplen Spaltung des 
Peptidrückrates oder Sekundärspaltungen von Fragmentionen stammen und den N- oder C-terminalen 
Teil verloren haben, möglich. Außerdem können Immoniumionen, welche aus einem einzelnen Ami-
nosäurerest bestehen, gebildet werden (vgl. Abbildung 17). Produktionen, die ihre Seitenkette verloren 
haben, werden als d-, v- und w-Ionen bezeichnet, wiederrum in Abhängigkeit davon, ob diese vom N-
oder C-Terminus stammen.   
 




Abbildung 16: Typen von Fragmentionen, deklariert nach der Nomenklatur von  




Abbildung 17: Fragmentionen außerhalb der Nomenklatur von Roepstorff und Fohlman.168 
 
Dissoziationsprozesse niedriger Energie, wie zum Beispiel der Kollisionsinduzierten Dissoziation 
(collision induced dissociation, CID) und einiger Arten der Photodissoziation, bewirken hauptsächlich 
Spaltungen der Amid-Bindung des Peptidrückrates. Dabei entstehen Ionen der  b- und y-Serie. Außer-
dem sind Verluste von NH3 oder H2O, sowie die Bildung von a-Ionen, welche möglicherweise durch 
den Verlust von CO an b-Ionen resultieren, häufig detektierte Fragmentionen. Im Gegensatz dazu er-
zeugen elektronenbasierte Methoden wie die electron capture dissociation (ECD) oder die electron 
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transfer dissociation (ETD) c- und z-Ionen, welche aus der Spaltung der N-Cα-Bindung resultieren. 
Fragmentierungstechniken mit höherem Energieeintrag, dazu zählen die UV-Photodissoziation (ultra-
violet photodissociation, UVPD) mit 193 nm, sind in der Lage, Cα-C-Bindungen zu spalten und erzeu-
gen neben b-/y- und c-/z- auch a-/x-Ionen.  
Im weiteren Verlauf  werden die wichtigsten Fragmentierungstechniken näher beschrieben, wobei der 
Fokus auf den in dieser Arbeit eingesetzten Methoden liegt. Weiterführende Informationen zu nicht 
berücksichtigten Techniken sind dem umfangreichen Übersichtsartikel von Brodbelt zu entnehmen.168 
 
 
1.2.5.1 Kollisionsbasierte Fragmentierungstechniken 
Aufgrund ihrer Schnelligkeit, Empfindlichkeit, Robustheit und geringen Anschaffungskosten ist die 
CID die am weitesten verbreitete Fragmentierungstechnik und findet Anwendung in nahezu allen 
Tandemmassenspektrometern (Q-TOF, QQQ, Ionenfallen). Das Verfahren beruht auf der Kollision 
von Precursorionen mit inerten Gasmolekülen- oder atomen, wie z. B. Stickstoff, Helium oder Argon, 
wobei ein Teil der kinetischen Stoßenergie in interne Energie umgewandelt wird. Die Akkumulation 
interner Energie führt letztendlich zur Bindungsspaltung.169  
Ein wesentliches Charakteristikum der CID ist, dass die Energieübertragung in einem schrittweisen 
Prozess aufgrund multipler Kollisionen erfolgt. Als Folge dessen kann der Energiebetrag, welcher 
übertragen wird, limitiert sein und eine Bevorzugung niedrig energetischer Fragmentierungswege auf-
treten. Diese Limitierung der CID führt zur Spaltung der labilsten Bindungen und bewirkt meist die 
Abspaltung wenig informativer Neutralverluste wie H2O, CO, CO2 und NH3.170 Ein weiterer Nachteil 
der niedrig energetischen CID, wie sie in Ionenfallengeräten angewandt wird, ist der sogenannte low 
mass cutoff (LMCO). Dieser beschreibt den Verlust von Fragmentionen mit niedrigem m/z-Verhältnis, 
was insbesondere bei der Detektion von kurzen N-terminalen und C-terminalen Fragmentionen von 
Bedeutung ist. Grund dafür sind die verwendeten Radiofrequenzspannungen, welche die Speicherung 
und Detektion kleiner Fragmente nicht ermöglichen. 
Diese Limitierung wurde weitestgehend durch die Einführung  der höher energetischen kollisionsin-
duzierten Dissoziation (higher-energy collisional dissociation, HCD) überwunden.171 Hierbei werden 
die Precursorionen in einer separaten Kollisionszelle oder einem Multipol angeregt, sodass der Frag-
mentierungsprozess unabhängig von den Stabilisierungsparametern ist und auch Fragmentionen mit 
niedrigem m/z-Verhältnis detektierbar sind (vgl. Abbildung 18). Darüber hinaus ist der Betrag an über-
führter Energie höher als bei konventioneller CID in Ionenfallen.  
 




Abbildung 18: Schematische Darstellung eines Q-Exactive™ Orbitrap Massenspektrometers.  
Deutlich zu erkennen ist die räumliche Trennung von Kollisionszelle (HCD-Zelle) und hochauflösendem Detek-
tor (Orbitrap). 
 
Bis heute gilt die CID als die Methode mit dem alle anderen Fragmentierungstechniken verglichen 
werden. Neben ihrer Robustheit ist es das zunehmende Verständnis über die Fragmentierungsmecha-
nismen, welche der CID zu ihrer weiten Verbreitung verholfen haben.170 Insbesondere das Model des 
mobilen Protons hat wesentlich zum Verständnis der Fragmentierungswege protonierter Peptide beige-
tragen.172, 173 Das Modell geht davon aus, dass nach der Elektrosprayionisation die Protonen am 
N-Terminus des Peptides oder an basischen Seitenketten wie Lysin-, Arginin oder Histidin lokalisiert 
sind. Erfolgt eine kollisionsbasierte Aktivierung migrieren ein oder mehrere Protonen zu weniger basi-
schen Positionen in der Peptidkette. Dies kann verschiedene Brüche des Peptidrückrates zur Folge 
haben. Beispielweise kann ein mobiles Proton eine Protonierung des Stickstoffes der Peptidbindung 
hervorrufen, was zur Spaltung der Bindung führt und sich in der Detektion von b- und y-Ionen äußert 
(vgl. Abbildung 19).168 Unspezifische Fragmentierungen werden durch eine höhere Anzahl an Proto-
nen im Vergleich zur Anzahl an basischen Gruppen erklärt.168  
Darüber hinaus kann die Identifikation der gesamten Peptidsequenz über Fragmentierungen des Pep-
tidrückrates, durch Prolin- und Asparaginsäurereste verhindert sein.173 So zeigen prolin-enthaltende 
Peptide und Proteine hoher Ladungszustände bevorzugt Spaltungen der Amidbindung N-terminal zum 
Prolinrest, während Peptide und Proteine mit niedrigem Ladungszustand häufig Spaltungen C-terminal 
zu Säureresten aufweisen. 
 




Abbildung 19: Beschreibung des Fragmentierungsverhaltens von Peptiden während der CID anhand des mobilen 
Protonenmodels.  
Nach der Aktivierung erfolgt die Migration eines Protons hin zum Stickstoff der Peptidbindung. Die 
anschließende Bindungsspaltung führt zur Bildung von b- und y-Ionen. 
 
Ein weiterer entscheidender Nachteil dieser Fragmentierungstechnik besteht in der Labilität zahlrei-
cher Proteinmodifikationen gegenüber den Bedingungen, welche während der CID herrschen.  
 
 
1.2.5.2 Analyse von Phosphopeptiden mit kollisionsbasierten Fragmentierungstechniken 
Da unter CID-Bedingungen bevorzugt die labilsten Bindungen innerhalb eines Moleküls gespalten 
werden, kann dies zur Abspaltung labiler, endogener oder artifizieller Modifikationen, welche sich als 
Neutralverlust äußern, führen. Typische Fragmentionenspektren phosphorylierter Peptide sind, in Ab-
hängigkeit von der Art der Phosphorylierung, dominiert von Neutralverlusten von 80 und 98 Da, wel-
che aus der Abspaltung von HPO3 und H3PO4 resultieren. Dieses Verhalten ist in zweierlei Hinsicht 
problematisch. Zum einen weisen diese Spektren einen geringen Grad an Fragmentierungen entlang 
des Peptidrückgrates auf, sodass die Identifizierung der Peptidsequenz erheblich beeinträchtigt oder 
unmöglich ist. Zum anderen erschwert bzw. verhindert der dominante Neutralverlust die zweifelsfreie 
Positionsbestimmung der Modifikation auf dem Peptid (vgl. Abbildung 20). Ferner sind Umlagerun-
gen der Phosphorylierung, welche die Positionsbestimmung zusätzlich erschweren, dokumentiert.174  




Abbildung 20: Schematische Darstellung der kollisionsbasierten Fragmentierung modifizierter Peptide.  
Peptid-Precursorionen, welche eine labile Modifikation (z. B. eine PTM) tragen, werden innerhalb einer 
Kollisionszelle (z.B. einem Quadrupol oder einer Ionenfalle) zu Stößen mit einem inerten Kollisionsgas 
angeregt. Ein bevorzugter Fragmentierungsweg ist dabei die teilweise oder vollständige Abspaltung der 
Modifikation von den Aminosäureresten. Die entstehenden b und y-Fragmentionenserien haben die Modifikation 
verloren. 
 
Um diese Limitierungen zu überwinden, wurden zahlreiche alternative Strategien entwickelt, darunter 
ein Neutralverlust getriggertes CID MS3 und die sogenannte mehrstufige Aktivierung (multi stage 
activation, MSA), bei der das Neutralverlustfragmention aktiviert wird ohne einen zusätzlichen Isola-
tionszyklus zu durchlaufen.175-177 Als Stand der Technik für umfassende phosphoproteomische Studien 
gilt jedoch die HCD-Fragmentierung.92, 178 Sie ist nicht nur eine äußerst schnelle und empfindliche 
Methode. Durch den höheren Energieeintrag im Vergleich zur Ionenfallen-CID weisen die MS/MS-
Spektren von Phosphopeptiden einen höheren Informationsgehalt auf. Die Spektren zeigen zwar wei-
terhin Neutralverluste von 80 und 98 Da, liefern aber gleichzeitig mehr Sequenzinformationen über 
das Peptid, was sich in höheren Identifizierungsraten im Vergleich zu CID äußert. Da die erfassten 
MS/MS-Spektren in der Regel hochaufgelöst aufgezeichnet werden, erfolgt eine Steigerung der Identi-
fizierungsrate und der Sicherheit in der Positionsbestimmung einer Phosphorylierung. Da kein low 
mass cutoff existiert, lassen sich Phosphoimmoniumionen, welche charakteristisch für einen Phospho-
rylierungstyp sein können, detektieren.26, 130, 179 Trotz all dieser Fortschritte bleibt die zweifelsfreie 
Identifizierung von Phosphorylierungen auch unter HCD-Bedingungen eine Herausforderung.  
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1.2.5.3 Elektronenbasierte Fragmentierungstechniken 
Eine sinnvolle Alternative zu den kollisionsbasierten Fragmentierungstechniken stellen die elektro-
nenbasierten Fragmentierungstechniken, wie ECD und ETD dar. ECD basiert auf der Wechselwirkung 
mehrfach positiv geladener Precursorionen mit Elektronen geringer Energie. Das Einfangen dieser 
Elektronen erfolgt in einem exothermen Prozess, welcher zur Ladungsreduktion und Fragmentierung 
des Precursorions führt.180-183 Die ECD wird in der Regel im Magnetfeld von FTICR-Massenspektro-
metern durchgeführt. Diese ermöglichen das gleichzeitige Einfangen von Elektronen und positiv gela-
denen Precursorionen.168 Eine Implementierung auf deutlich günstigeren Ionenfallengeräten ist bis 
dato nicht gelungen. Diese Limitierung konnte mit der Einführung der ETD vor über 10 Jahren über-
wunden werden.184, 185 Dazu werden mehrfach positiv geladene Precursorionen mit einfach geladenen 
Radikalanionen, typischerweise Fluoranthen, in einer Ionenfalle durch Elektronentransfer zur Reakti-
on gebracht.186-191  
Die Reaktion mit einem Elektron niedriger Energie führt schließlich zur Bildung einer Spezies mit 
einer ungeraden Anzahl Elektronen (Radikal) und einer leichten Verteilung von Schwingungsenergie 
bevor es zur Spaltung der N-Cα-Bindung des Peptidrückgrates kommt.168 Die erzeugten ladungsredu-
zierten Fragmentionen können anschließend weiter fragmentieren, sodass Serien von c- und z●-Ionen 
entstehen (vgl. Abbildung 21).  
Elektronenbasierte Fragmentierungstechniken haben sich in der Vergangenheit als nützlich bei der 
Charakterisierung von Proteinen und Peptiden erwiesen.183, 186, 188, 189 Nichtsdestotrotz ist die Fragmen-
tierungseffizienz sowohl für ECD als auch für ETD stark vom Ladungszustand des Precursorions ab-
hängig. Da für die Dissoziation des Precursorions ein Elektronentransfer erforderlich ist, lassen sich 
einfach geladene Precursorionen gar nicht und doppelt geladene Precursorionen nur äußerst einge-
schränkt fragmentieren. Hohe Fragmentierungseffizienzen werden hingegen bei Ladungszuständen 
z ≥ 3 beobachtet.190, 192-194  
Dies leitet sich aus der Struktur des Peptidprecursorions in der Gasphase, welche in direktem Zusam-
menhang mit dessen Ladungszustand steht, ab. Ionen mit niedriger Ladungsdichte nehmen eine kom-
paktere Struktur im Vergleich zu Ionen mit hoher Ladungsdichte, welche eine eher ausgedehnte Struk-
tur annehmen, ein. Wird ein solches Ion niedriger Ladungsdichte einem Elektronentransferprozess 
unterzogen, können Spaltungen des Peptidgrates auftreten, jedoch werden die entstandenen c- und z●-
Fragmentionen, durch nonkovalente, intramolekulare Interaktionen in der kompakteren Struktur, zu-
sammengehalten. Dieser Prozess, welcher vor allen Dingen bei zweifach geladenen Peptiden auftritt, 
wird als nichtdissoziative Elektrontransferdissoziation bezeichnet (ETnoD) und der entstehende Radi-
kalionenkomplex als intakte Spezies detektiert.193 Dieses sogenannte ladungsreduzierte Precursorion 
([M + nH](n-1)+●) erlaubt keine Rückschlüsse auf die Sequenzinformation und kann somit auch nicht 
identifiziert werden.  
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Diese Beobachtung ist von wesentlicher Bedeutung, da in einem bottom-up-Proteomikansatz der 
überwiegende Anteil an Peptiden nach der Elektrospray-Ionisation als doppelt geladen vorliegt und 
deren Sequenzen somit nicht identifiziert werden können.   
 
 
Abbildung 21: Fragmentierungsschema einer Elektrontransferdissoziation.  
Bildung von c- und z●-Ionen  nach der Reaktion eines niedrig-energetischen Elektrons mit einem mehrfach 
protonierten Peptid.184 
 
Eine Möglichkeit, diese Limitierung zu umgehen, ist die Erhöhung der Ladungsdichte durch Derivati-
sierung des Peptides.195-197 Eine andere ist der Einsatz von ETD in Kombination mit CID, wobei ETD 
ausschließlich bei höheren Ladungszuständen und Precursorionen mit niedrigem m/z-Verhältnis einge-
setzt wird und die kollisionsbasierten Techniken den Bereich der doppelt geladenen Precursorionen 
und höherer m/z-Werte abdecken. Diese sogenannten „decision-tree“ Methoden, bei der die am besten 
geeignete Fragmentierungstechnik für ein Precursorion ausgewählt wird, haben zu signifikanten Ver-
besserungen bei der Identifizierung von Peptiden geführt.198-200  
Weitere Strategien zur Aktivierung des nicht-dissoziativen ETD-Produkts umfassen eine erhöhte 
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1.2.5.4 Elektronenbasierte Hybridaktivierungstechniken 
Die zusätzliche Einführung von Energie mit Hilfe von Kollisionen oder Photonen ist eine weitere 
Möglichkeit, die Fragmentierungseffizienz von ETD zu erhöhen. Ziel dieser Verfahren ist es, 
insbesondere für Precursorionen niedriger Ladungszustände, die nichtkovalenten Wechselwirkungen 
des ETnoD-Prozesses aufzubrechen und eine größere Population an Produktionen zu generieren. 
Zusätzliche Aktivierungen werden in der Regel nach dem ETD-Prozess eingesetzt. Verschiedene post-
ETD Aktivierungsmethoden wurden entwickelt202-207, darunter die resonante CID-Anregung der 
ETnoD-Produkte, welche als ETciD bezeichnet wird.208 Eine aktuelle Entwicklung auf diesem Gebiet 
wurde von der Gruppe um Albert Heck eingeführt. Bei der sogenannten electron transfer/higher 
energy collision dissociation (EThcD) erfolgt eine Breitbandaktivierung aller ETD-Produkte mittels 
HCD.209 Im Gegensatz zur ETciD, welche hauptsächlich c/z-Ionen generiert, erzeugt die zusätzliche 
HCD „all ion fragmentation“ (AIF) sowohl c/z- als auch b/y-Ionen durch Anregung der ETnoD 
Produkte und des verbliebenen Precursorions. EThcD ist in der Lage, Serien komplementärer 
Fragmentionen zu erzeugen, welche die Sequenzabdeckung verbessern und die Sicherheit, mit der ein 
Peptid identifiziert wird, erhöhen. 
Zu berücksichtigende Nachteile aller post-ETD Aktivierungsmethoden umfassen eine verstärkte 
Migration von Wasserstoffatomen zwischen den ETD-Produkten und die zusätzliche Zeit, die für die 
Aktivierung benötigt wird. Wasserstoffmigrationen können innerhalb des ETnoD-Komplexes, in dem 
c-Ionen mit gerader Anzahl an Elektronen und z●-Ionen mit ungerader Elektronenanzahl für einige 
Millisekunden nichtkovalente Wechselwirkungen eingehen, auftreten. So ist beispielweise die 
Abstraktion eines Wasserstoffatoms von einem c-Ion durch ein z●-Radikal unter Bildung eines z+-Ions 
und einer c+●-Spezies  denkbar.208, 210-212 Kombinationen von c/z●-Ionen und c+●/z+-Produktionen, 
welche sowohl bei ETciD als auch bei EThcD auftreten, erhöhen die Komplexität des Fragment-
spektrums und erschweren die manuelle und automatisierte Interprätation. Außerdem muss die 
zusätzliche Zeit, welche für die Aktivierung benötigt wird, berücksichtigt werden. Diese hängt von der 
Methode und den instrumentellen Aufbau ab und kann wie im Fall von EThcD 5-15 ms betragen. 
Alle beschriebenen Fragmentierungstechniken sind erstmals standardmäßig mit der neuesten Gene-
ration von Orbitrapgeräten kommerziell erhältlich. Die Orbitrap Fusion™, ein Quadrupol-Orbitrap-
Quadrupollinearionenfallen (q-OT-QLT) Tribrid Massenspektrometer, ermöglicht Fragmentierungen 
mittels CID, HCD, ETD, ETciD und EThcD und die Detektion von Fragmentionen innerhalb der 
Ionenfalle oder des Orbitrapmassenspektrometers (vgl. Abbildung 22).213  
Eine der bedeutendsten Neuerungen dieser Technologie ist die Einführung einer Flouranthenquelle im 
vorderen Bereich des Systems. Diese hat sich als robuster und benutzerfreundlicher als vorangegan-
gene Techniken erwiesen. Darüber hinaus wurden standardisierte ETD-Reaktionen mit Hilfe von 
kalibrierten Reaktionszeiten eingeführt, welche Methodenentwicklungen und dessen Transfer auf 
andere Geräte vereinfacht.214  
 




Abbildung 22: Schema des Aufbaus eines Orbitrap Fusion™ Tribridmassenspektrometers.215 
 
Um die beschriebenen Limitierungen, welche im Zusammenhang mit kollisionsbasierter zusätzlicher 
Aktivierung auftreten zu überwinden, wurde die Photoaktivierung als mögliche zusätzliche Akti-
vierung untersucht. Photoaktivierung kann sowohl vorher, während als auch nach dem ETD-Prozess 
angewandt werden. Die im Labor von J. J. Coon entwickelte „aktivierte Ionen ETD“ (AI-ETD) nutzt 
Infrarotphotoaktivierung zeitgleich mit dem ETD-Prozess, um nichtkovalente Interaktionen zu 
schwächen und das ETnoD-Produkt zu aktivieren. In folge dessen konnte der Anteil an sequenz-
spezifischen Ionen signifikant erhöht werden. Darüber hinaus wird keine zusätzliche Zeit für den 
MS/MS-Scan benötigt und die Migration von Wasserstoffatomen, welche bei ETciD und EThcD zu 
beobachten ist, minimiert.216-218 Obwohl diese Form der zusätzlichen Aktivierung bemerkenswerte 
Ergebnisse zeigt, beschränkt sich deren Verbreitung bislang auf einige wenige Geräte-Prototypen und 
ist derzeit nicht kommerziell erhältlich. Weitere Informationen zu dieser vielversprenchenden Techno-
logie sind dem ausführlichen Übersichtsartikel von Riley et al. zu entnehmen.201    
 
 
1.2.5.5 Analyse von Phosphopeptiden mit elektronenbasierten Fragmentierungstechniken 
Für die zweifelsfreie Lokalisierung von Protein- und Peptidmodifikationen müssen zwei wesentliche 
Voraussetzungen erfüllt sein: Die Tandem-MS-Technik muss eine weitgehende Fragmentierung des 
Peptid- oder Proteinrückgrates unter Erhalt der intakten Modifikation an dessen Aminosäurerestes 
gewährleisten. Wie in Kapitel 1.2.5.2 aufgegriffen, weisen kollisionsbasierte Fragmentierungstechni-
ken, insbesondere in Bezug auf den zweiten Aspekt, Limitierungen auf. Im Gegensatz dazu ermögli-
chen elektronenbasierte Techniken die Fragmentierung des Peptidrückgrates unter Erhalt labiler Modi-
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fikationen (vgl. Abbildung 23).183, 219-221 Dies hat zu zahlreichen Anwendungen von ETD bei der Ana-
lyse von PTMs wie Glykosylierungen, Ubiquitylierungen, ADP-Ribosylierungen und Argininmethyl-




Abbildung 23: Schematische Darstellung der ETD eines modifizierten Peptides. 
Peptid-Precursorionen werden gemeinsamen mit Radikalanionen in einer Ionenfalle eingefangen. Durch Elekt-
ronentransfer erfolgt die Spaltung des Peptidrückgrates unter Erhalt der Modifikation. Die entstehenden c- und 
z●-Fragmentionen tragen die Modifikation.   
 
Ein entscheidender Grund für die Entwicklung elektronenbasierter Methoden war deren Einsatz in 
phosphoproteomischen Studien. Unter Berücksichtigung ihrer Nachteile (lange Zykluszeit, geringere 
Empfindlichkeit und geringe Fragmentierungseffizienz doppelt geladener Peptide) und Vorteile (hohe 
Fragmentierungseffizienz höher geladener Peptide unter Erhalt labiler Modifikationen) werden sie in 
unterschiedlichen Messmethoden erfolgreich eingesetzt. Neben den bereits beschriebenen „decision-
tree-Methoden“, bei denen Sie in Kombination mit kollisionsbasierten Techniken eingesetzt werden 
und meist nur für die Fragmentierung höher geladener Precursorionen (z ≥ 3) vorgesehen sind126, 230-232, 
wurden komplexe „decision-tree-Algorithmen“ konzipiert, um ETD oder ECD gezielt zur Charakteri-
sierung von Phosphopeptiden einzusetzen. In der Regel wird der unter CID-Bedingungen erzeugte 
Neutralverlust von Phosphorsäure (98 Da) genutzt, um ein zusätzliches ECD oder ETD-MS/MS-
Experiment des gleichen Precursorions zu erzeugen.233-236 Die zunehmende Komplexität der generier-
ten MS/MS-Daten wird begleitet von bioinformatischen Weiterentwickelungen, welche eine sinnvolle 
Einbindung von ETD-MS/MS-Spektren in etablierte Algorithmen ermöglichen. Die Aufnahme und 
Evaluierung von ETD-Spektren in eine umfangreiche Peptidbibliothek, bestehend aus synthetischen, 
phosphorylierten und unphosphorylierten Peptiden, hat diese Entwicklung zusätzlich unterstützt und 
unterstreicht die große Bedeutung der ETD bei der Klärung phosphoproteomischer Fragestellungen.237  
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Durch die Einführung der Hybridaktivierungstechniken EThcD und AI-ETD gelang ein weiterer we-
sentlicher Fortschritt für die ETD-basierte Analyse von Phosphopeptiden. Sie führten zu höheren Iden-
tifizierungsraten und Sequenzabdeckungen und haben die Fähigkeit, Phosphorylierungsstellen zwei-
felsfrei zu lokalisieren, entscheidend verbessert.217, 238  
Die Entwicklung der Hybridtechniken zog auch eine Weiterentwicklung der weitverbreiteten Suchma-
schine im Bereich der Phosphoproteomik phosphoRS (oder später ptmRS) nach sich. Dieser Lokalisie-
rungsalgorithmus nutzt Fragmentionen, um Wahrscheinlichkeiten von Phosphorylierungsstellen zu 
berechnen.85  
Da die ETD ideal dafür geeignet ist große mehrfach geladene Precursorkationen zu fragmentieren, ist 
sie die Methode der Wahl zur Analyse intakter, modifizierter Proteine und deren Isoformen in einem 
top-down-Ansatz. Auch auf diesem Gebiet zeigen die Hybridfragmentierungstechniken deutliche Vor-
teile gegenüber konventionellen ETD-MS/MS-Techniken.217, 239 So gelang mittels AI-ETD die Identi-
fizierung von acht Phosphorylierungsstellen auf dem Milchprotein α-Casein (∼23.5 kDa). Außerdem 
wurde mit Hilfe von EThcD die Übertragung von Phosphatgruppen innerhalb von Proteinkomplexen 
gezeigt. Aus den gewonnen Erkenntnissen ließen sich Bindungsstellen zwischen Phosphoproteinen 
und deren Bindungspartner ableiten.240  
Abgesehen von den O-Phosphorylierungen konnte gezeigt werden, dass sich auch N-Phospho-
rylierungen von Lysin und Arginin mit Hilfe von ETD charakterisieren lassen. Während die labile 
Phosphoamidatbindung unter CID-Bedingungen erhebliche Neutralverluste zeigt und dies zu falschen 
Positionszuordnungen führen kann, sind Phosphoarginin und Phospholysin weitgehend stabil unter 
ECD und ETD-Bedingungen und lassen sich mit hoher Sicherheit identifizieren.60, 241-243 Allerdings 
gilt es, die Fragmentierungsbedingungen zu beachten. So konnte in der Gruppe von Eberhard Krause 
gezeigt werden, dass während der ETD-Fragmentierung von lysinphosporylierten Peptiden ein Trans-
fer der Phosphorylgruppe zu anderen Phosphoakzeptoren innerhalb des Peptides auftreten kann und 
somit die sichere Positionsbestimmung gefährdet ist. Der Ladungszustand und die Protonenmobilität 
sind wesentliche Faktoren, welche diese Migration beeinflussen.69 Welche tragende Bedeutung der 
ETD bei der Klärung biologischer Fragestellungen zukommt, zeigt eine aktuelle Arbeit der Gruppe um 
Tim Clausen. In dieser wurden diverse Argininphosphorylierungen mittels ETD nachgewiesen und 
gezeigt, dass diese PTM eine entscheidende Rolle beim Proteinabbau- und Umsatz in dem grampositi-
ven Bakterium Bacillus subtillis spielt.18  
Die tandemmassenspektrometrische Untersuchung von S-Phosphorylierungen beschränkt sich bislang 
im Wesentlichen auf den Einsatz der CID, welche aufgrund von erheblichen Neutralverlusten nur be-
dingt für die zweifelsfreie Identifizierung von Cysteinphosphorylierungen geeignet ist.244 Inwieweit 
elektronenbasierte Fragmentierungstechniken diese Limitierung überwinden können, gilt es zu unter-
suchen.  
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Die Hybridfragmentierungstechnik EThcD hat bereits bei der proteomischen Analyse von O-Phos-
phorylierung für einen signifikanten Fortschritt gegenüber konventionellen ETD-Methoden gesorgt.238 
Ob sich diese Verbesserungen auch auf das Gebiet der labilen N- und S-Phosphorylierungen oder wei-
terer, bislang unbekannter PTMs übertragen lassen, ist fraglich. Es wird unter anderem zu klären sein, 




1.2.6 Ionenmobilität zur Trennung isobarer Peptide 
Eine weitere Technologie, welche zunehmend für die Charakterisierung von Phosphopeptiden heran-
gezogen wird, ist die sogenannte Ionenmobilitätsmassenspektrometrie (IM-MS). Mit Hilfe eines IM-
MS-Experiments lassen sich Ionen anhand ihrer Masse, Größe, Form und Ladung voneinander tren-
nen.245, 246 Dabei wird die Zeit gemessen, die Ionen benötigen, um durch eine Zelle, unter Einfluss 
eines schwachen elektrischen Feldes, zu driften. Während der Drift durch die mit einem inerten Gas 
(z.B. Helium oder Stickstoff) gefüllte Zelle, erfahren kompakte Strukturen eine geringere Anzahl an 
Stößen als elongierte und passieren somit die Zelle schneller. Dieses Prinzip ermöglicht es, Ionen auf-
grund ihrer unterschiedlichen Konformation zu separieren und isobare, positionsisomere Phosphopep-
tide zu unterscheiden.247, 248 Darüber hinaus lässt sich die gemessene Driftzeit in eine geräteunabhän-
gige Konstante, dem rotationsgemittelten Kollisionsquerschnitt (CCS), umrechnen. Der Bedarf an 
Probenmenge und Messzeit für ein IM-MS-Experiment ist vergleichbar mit einer herkömmlichen MS-
Messung, sodass in einer LC-IM-MS-Analyse der Zugewinn dieser komplementären Trenntechnik 
ohne Kompromisse in Bezug auf die Schnelligkeit und die Empfindlichkeit der Messung erhalten 
wird.  
In der Vergangenheit wurde die IM-MS in diversen phosphoproteomischen Studien erfolgreich bei der 
Trennung isomerer Phosphopeptide unter Erhöhung der Anzahl an identifizierten Phosphopeptiden 
eingesetzt.249-253 Verschiedene Studien konnten zeigen, dass Phosphorylierungen eine Verdichtung der 
Konformation nach sich ziehen und Phosphopeptide somit kleinere CCSs als ihre unmodifizierten 
Pendants aufweisen.251, 254 Darüber hinaus hat die IMS entscheidend zum Verständnis des Fragmentie-
rungsverhaltens von Phosphopeptiden beigetragen.255, 256  
Nach der erfolgreichen Identifizierung phosphorylierter Peptide erfolgt im letzten Schritt deren Quan-
tifizierung. Auch auf diesem Feld wurden in den vergangenen Jahren große Fortschritte erzielt, welche 
im Folgenden kurz zusammengefasst sind.   
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1.2.7 Quantifizierung in der Proteomik 
Bei der Quantifizierung des Phosphoproteoms ist man jedoch vor besondere Herausforderungen ge-
stellt: Zum einen leitet sich die quantitative Information nur aus einer begrenzten Anzahl an Peptiden 
pro Protein ab. Zum anderen können die Phosphorylierungsgrade verschiedener Phosphorylierungs-
stellen innerhalb eines Proteins variieren. Da man sich bei der Quantifizierung auf die Phosphopeptide 
beschränkt, ist außerdem die Probenmenge relativ gering.  
Der Einsatz stabiler, isotopenmarkierter  Verbindungen ist ein Standardverfahren in der quantitativen 
Massenspektrometrie. In der Proteomik werden diese stabilen Isotope mit Hilfe von Zellkulturen oder 
durch chemisches Labeling eingeführt. Bei Methoden wie der stabilen Isotopenmarkierung in Amino-
säuren von Zellkulturen (SILAC), der aminomodifizierenden Markierungen (mTRAQ) und den Dime-
thylmarkierungen erfolgt die Quantifizierung auf der Ebene des MS1-Spektrums.257-259  
Das in der Gruppe von Matthias Mann entwickelte Verfahren SILAC basiert auf der Kultivierung 
zweier ursprünglich gleicher Zellkulturen mit unterschiedlichen Nährmedien.257 Eine der Zellkulturen 
enthält Aminosäuren, welche ein schweres Isotop tragen. Die Produkte der Proteinbiosynthese werden 
dadurch isotopenmarkiert. Vereinigt man die Proteine beider Zellkulturen und verdaut diese, so unter-
scheiden sich die Peptide, welche eine isotopenmarkierte Aminosäure enthalten, in ihren Massen. Vor 
dem Hintergrund, dass in proteomischen Studien meist Trypsin, welches C-terminal von Lysin und 
Arginin schneidet, verwendet wird, setzt man gewöhnlich 13C6-Arginin, 2H3-Lysin oder 13C3-Lysin als 
modifizierte Aminosäure ein. Eine vollständige und selektive Spaltung vorausgesetzt, befinden sich 
die isotopenmarkierten Aminosäurereste immer am C-Terminus des Peptides und man erhält einheitli-
che Massenverschiebungen von 6 Da für 12C/13C-Argininpeptidpaare bzw. 3 Da für 1H/2H- oder 
12C/13C-Lysinpeptidpaare. Anhand des MS1 Signals beider Peptide lassen sich somit relative Quantifi-
zierungen anstellen.  
Ein entscheidender Vorteil dieses metabolischen Labelings ist, dass die unterschiedlich markierten 
Proteine zu einem sehr frühen Zeitpunkt gepoolt und gemeinsam prozessiert werden. Fehler, welche 
durch eine parallele Probenvorbereitung auftreten können, werden somit minimiert.101 Von Nachteil 
ist, dass aufgrund der hohen Kosten für die isotopenmarkierten Aminosäuren sich der Einsatz von 
SILAC auf Zellkultursystem beschränkt und für umfangreiche in vivo Studien, die eine große Anzahl 
an Tieren umfassen, meist auf andere Verfahren zurückgegriffen wird. 
Eine Weiterentwicklung dieses Verfahrens, die sogenannte SILAC Maus, ermöglichte es, das Tumor-
wachstum in Hautkrebs anhand des Proteoms und Phosphoproteoms detailliert zu beschreiben.260 Die 
Entwicklung von super-SILAC, ein Verfahren bei dem isotopenmarkierte Standards zugesetzt werden, 
bildet die Basis für phosphoproteomische Analysen primärer Säugerzellen. Mit Hilfe dieses Ansatzes 
wurde die Reaktion von Mäuseleberzellen auf die Behandlung mit Insulin anhand von 10.000 Phos-
phorylierungsstellen quantitativ untersucht.261  
Die Quantifizierung von Phosphopeptiden muss sich nicht auf das Übersichtsspektrum, dessen inhä-
rente Komplexität die Probentiefe limitieren kann, beschränken. Diverse MS2-Quantifizierungsstrate-
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gien haben sich als sinnvolle Alternativen etabliert. Im Allgemeinen nutzen diese Methoden isobare 
Markierungen wie zum Beispiel die Tandem-Massenmarkierungen (TMT) und die isobaren Markie-
rungen für relative und absolute Quantifizierung (iTRAQ).104, 105, 262 Diese Methoden ermöglichen die 
gleichzeitige Untersuchung von bis zu zehn Zuständen innerhalb eines Experiments.159, 263 
Bei der weit verbreiteten TMT-Methode werden Markierungen eingesetzt, die sich aus einem 
NHS-Ester (Bindung an das Peptid), einem Massennormalisierungsbereich, einem MS/MS-spaltbaren 
Linker und einem Reporterabschnitt zusammensetzen (vgl. Abbildung 24).  
 
 
Abbildung 24. Struktur einer Tandem-Massenmarkierung (tandem mass tags, TMT). 
 
Die einzelnen Label sind chemisch identisch, jedoch besitzen die Reporterabschnitte unterschiedliche 
Isotope. Diese werden durch den Massennormalisierungsbereich ausgeglichen, sodass in der Summe 
alle Markierungen isobar (nominelle Masse) zueinander sind. Da die verschiedenen Markierungen die 
gleiche Masse und Struktur aufweisen, sind Peptide, welche mit verschiedenen Labeln markiert wur-
den, nicht chromatographisch und auf der Ebene des MS1 zu unterscheiden. Erst durch Tandemmas-
senspektrometrie werden die Reporterionen unterschiedlicher Masse freigesetzt. Die entsprechenden 
MS/MS-Spektren enthalten sowohl die Information über die Peptidsequenz als auch das Reporterio-
nen, dessen relative Intensität für die Quantifizierung herangezogen wird.  
Eine entscheidende Limitierung dieser isobaren Markierungsstrategien besteht in der gleichzeitigen 
Fragmentierung von Peptiden, welche sich im gleichen Isolationsfenster befinden.264 Dies kann zu 
veränderten Verhältnissen unter Reporterionen führen und die Genauigkeit der Quantifizierung beein-
trächtigen. Die Einführung MS3-basierter Methoden und die Reduktion des Ladungszustandes mittels 
Protonentransfer konnten das Problem der Precursorinterferenz reduzieren.106, 264 Die neueste Genera-
tion von MS/MS Quantifizierungsstrategien greift dieses Prinzip auf. Bei der sogenannten synchronen 
Precursorselektion (SPS) wird eine gleichzeitige CID-Fragmentierung verschiedener Produktionen 
durchgeführt. Dies führt zu einer Verzehnfachung der für die Quantifizierung relevanten Reporterio-
nen gegenüber der herkömmlichen MS3-Methode. Ein größerer dynamischer Bereich und geringere 
Abweichungen bei den Signalintensitäten der Reporterionen ermöglichen somit genauere Quantifizie-
rungen von Phosphopeptiden.265 Es gilt jedoch zu berücksichtigen, dass die technologischen Voraus-
setzungen für diese Quantifizierungsstrategie nur mit Tribridmassenspektrometern gegeben sind.213  





           
 
Abbildung 25: Strategien zur Quantifizierung des Phosphoproteoms.266 
Quantifizierungen auf MS1-Level unter Berücksichtigung der Fläche unter dem Elutionspeak ermöglichen eine 
präzise Bestimmung von Phosphopeptiden. Bei der labelfreien Quantifizierung werden verschiedene Zustände 
ohne zusätzliche Arbeitsschritte nacheinander gemessen. Für die Quantifizierung werden die Retentionszeit und 
die hochaufgelöste Masse herangezogen, um Phosphopeptide unterschiedlicher LS-MS/MS-Läufe miteinander 
zu vergleichen. Im Gegensatz dazu erlauben stabile isotopenbasierte Techniken die parallele Erfassung verschie-
dener Zustände innerhalb eines LC-MS/MS-Laufes. Beim metabolischen Labeling (bspw. SILAC) werden stabi-
le Isotope während der Zellkultivierung eingebaut. Phosphopeptide, welche aus verschiedenen Zuständen stam-
men, unterscheiden sich demzufolge in ihren Massen, was sich durch Massenunterschiede im MS1 nachvollzie-
hen lässt. Die Flächen unter dem Elutionspeak des leichten und des schweren markierten Phosphopeptides wer-
den für die Quantifizierung ins Verhältnis gesetzt. Das chemische Labeling (bspw. Dimethyl-Methode oder 
mTRAQ) nutzt ebenfalls das Elutionsprofil des Übersichtsspektrums. In diesem Fall wird die Markierung durch 
eine chemische Reaktion mit funktionellen Gruppen (z.B. primäre Amine) erreicht. Bei dem isobaren Labeling 
(z.B. TMT) werden die Peptide ebenfalls an funktionellen Gruppen markiert. Die Quantifizierung erfolgt jedoch 
auf Ebene des MS2. Die intakte Masse jeder Markierung ist exakt gleich. Sie setzt sich aus der variierenden Mas-
se eines Reporterabschnitts und einem ausgleichenden Balancerabschnitts zusammen. Während der Fragmentie-
rung werden mehrere Reporterionen gleichzeitig freigesetzt und ihre relativen Signalintensitäten innerhalb eines 
Scan für die Quantifizierung herangezogen. 
 




Neben den beschriebenen Strategien erfahren labelfreie Quantifizierungsmethoden eine immer größere 
Akzeptanz in der phosphoproteomischen Community.108, 109, 267 Sie ermöglichen den Vergleich zwi-
schen verschiedenen Proben ohne den Einsatz von Isotopenmarkierungen. In einem labelfreien Ansatz 
werden die einzelnen Bedingungen nicht miteinander gemischt, sondern jede Probe einzeln vermessen. 
Dies hat den Vorteil, dass theoretisch eine unbegrenzte Anzahl an Bedingungen und Replikaten erfasst 
werden können. Außerdem ermöglicht die relativ einfache Methodik die Einbindung verschiedener 
Anreicherungs- und Fraktionierungsverfahren. Da keine zusätzlichen Arbeitsschritte von Nöten sind, 
lassen sich labelfreie Strategien ideal in Hochdurchsatzverfahren und automatisierte Probenvorberei-
tungen einbinden und könnten somit ein wichtiges Werkzeug in der klinischen Diagnostik darstellen. 
Bei all den genannten Vorteilen gilt es jedoch zu berücksichtigen, dass labelfreie Strategien aufgrund 
des nicht vorhandenen Multiplexing einen deutlich höheren Messaufwand beanspruchen als Verfahren 
wie SILAC oder TMT. 
Die vorangegangenen Methoden dienen ausschließlich der relativen Quantifizierung. Die in der Grup-
pe von Prof. Linscheid entwickelten metal-coded affinity tags (MeCAT) erlauben zusätzlich eine abso-
lute Quantifizierung von Proteinen sowie Peptiden und wurden bereits erfolgreich bei der Charakteri-
sierung von Proteomen eingesetzt.268 Dazu werden die Analyte an Cysteinresten mit macrocyclischen 
Chelatkomplexen, die mit verschiedenen Lanthanoidmetallionen beladen sind, gelabelt. Die anschlie-
ßende massenspektrometrische Analyse mittels induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) ermöglicht 
Nachweisgrenzen im Attomolbereich und gewährleistet einen großen linearen Bereich.269    
 
 
1.2.8 Bioinformatische Auswertung phosphoproteomischer Experimente 
Die während eines phosphoproteomischen Ansatzes anfallende, enorme Anzahl an Fragmentspektren 
und deren z.T. inhärente Komplexität, lässt sich manuell nicht mit vertretbarem Aufwand auswerten. 
Um die Peptidsequenz und die Zuordnung der Phosphorylierungsstelle tausender Phosphopeptide zu 
ermöglichen, wurden daher diverse Suchmaschinen entwickelt. Eigens dafür wurden umfangreiche 
Bibliotheken synthetisierter Phosphopeptide angelegt. Die daraus gewonnenen Fragmentspektren bo-
ten eine ideale Grundlage zur Evaluierung etablierter Suchalgorithmen und waren die Basis für die 
Entwicklung neuer bioinformatischer Werkzeuge.237 Eine weit verbreitete Suchmaschine zur Bestim-
mung von Phosphorylierungsstellen ist phosphoRS oder dessen Weiterentwicklung ptmRS.85 Phos-
phoRS ist in der Lage die Daten resultierend aus unterschiedlichen Fragmentierungstechniken und 
verschiedener Massengenauigkeit auszuwerten. Als Parameter für die Zuordnung einzelner Phospho-
rylierungsstellen werden individuelle Phosphorylierungspositionswahrscheinlichkeiten angegeben. Im 
Vergleich zu bestehenden Algorithmen wie dem A-Score270 (3107 Phosphorylierungsstellen) und dem 
Mascot Delta Score89 (2763 Phosphorylierungsstellen) konnten somit eine erhöhte Anzahl (3470) an 
Phosphorylierungsstellen eindeutig nachgewiesen werden.   





Die fundamentale Bedeutung von Proteinphosphorylierungen hat die Entwicklung spezifischer Anrei-
cherungsverfahren, chromatographischer Trenntechniken, zuverlässiger Quantifizierungsmethoden, 
effizienter bioinformatischer Werkzeuge und nicht zuletzt immer leistungsfähigerer massenspektrome-
terischer Verfahren vorangetrieben. Diese Entwicklung eröffnete die Möglichkeit, Veränderungen in 
komplexen Phosphoproteomen, durch Identifizierung und relativer Quantifizierung von zehntausenden 
von Phosphorylierungsereignissen, zu studieren. Dies gilt im Wesentlichen für Proteinphosphorylie-
rungen an den Seitenketten von Serin, Threonin und Tyrosin. Für bisher weniger im Fokus stehende 
N-und S-Proteinphosphorylierungen sowie Pyrophosphorylierungen weisen die etablierten Standard-
methoden der Phosphoproteomanalyse allerdings diverse Limitierungen auf.  
Um diesen Mangel an adäquaten Methoden zu überwinden, sollten im ersten Schritt dieser Arbeit tan-
demmassenspektrometrische Techniken miteinander verglichen und Strategien entwickelt werden, 
welche eine zuverlässige Charakterisierung dieser labilen Peptid- und Proteinmodifikationen ermögli-
chen. Dies sollte zum einen unter dem Gesichtspunkt der Stabilität der Modifikation unter verschiede-
nen MS/MS-Verfahren erfolgen und zum anderen mit Hilfe von gebräuchlichen Suchalgorithmen eva-
luiert werden.  
Ein weiteres wichtiges Ziel im Rahmen dieser Arbeit bestand darin, mit Hilfe dieser optimierten 
Fragmentierungstechniken und verschiedener bottom-up-Ansätze eine endogene Cysteinphosphorylie-
rung zweifelsfrei nachzuweisen.  
Im darauf folgenden Schritt sollten die gesammelten Kenntnisse dazu genutzt werden, um synthetisch 
bereit gestellte Proteinmodifikationen zu charakterisieren und mögliche Nebenreaktionen zu identifi-
zieren. Außerdem sollten massenspektrometrische Methoden entwickelt werden, welche die Analyse 
der Proteine in ihrer intakten Form ermöglichen und Rückschlüsse auf den generellen Modifizierungs-
grad zulassen.  
Ferner sollten Grundlagen für die Identifizierung möglicher Lysinphosphorylierungen auf dem Histon 
H1 gelegt werden. Für die proteomweite Suche nach labilen Proteinphosphorylierungen mit dem Fo-
kus der Lysinphosphorylierung sollte ein geschlossener Proteomikansatz, bestehend aus einem leis-
tungsfähigen Anreicherungsverfahren, einer adäquate Fraktionierungstechnik und einer selektiven 
LC-MS/MS-Methode etabliert werden.   
Außerdem war es Ziel dieser Arbeit eine massenspektrometrische Methode für die Identifizierung von 
pyrophosphorylierten Peptiden zu entwickeln. Basierend auf dieser Strategie sollten im Anschluss in 
Kombination mit einem pyrophosphopeptidspezifischen Anreicherungsverfahren und verschiedener 
Fraktionierungstechniken die ersten endogenen Proteinpyrophosphorylierungen in Hefezellen und 
menschlichen embryonalen Nierenzellen nachgewiesen werden.  




3 Ergebnisse und Diskussion 
3.1 Tandem-MS von cysteinphosphorylierten Peptiden 
Während umfangreiche phosphoproteomische Studien von O-Phosphorylierungen deren herausragen-
de Rolle in der Regulation essentieller zellulärer Prozesse demonstriert haben, ist bislang wenig über 
die biologische Funktion der Cysteinphosphorylierung bekannt. Neben der geringen natürlichen Häu-
figkeit von Cysteinresten besteht ein wesentlicher Grund in dem Mangel an adäquaten massenspekt-
rometrischen Methoden zur Analyse dieser PTM (vgl. Kapitel 1.2.5.5). Um diese Limitierung über-
winden und Techniken entwickeln zu können, wurde von Bertran et al. eine chemoselektive Synthese 
zur Darstellung von cysteinphosphorylierten Peptiden entwickelt.61 Auf Basis dieser wurde im Labor 
von Prof. Hackenberger eine Auswahl von pCys-Peptiden, welche zum Teil endogene Cysteinphos-




3.1.1 CID-Fragmentierung cysteinphosphorylierter Peptide 
Um die Limitierungen der weit verbreiteten CID zu demonstrieren, wurden zuerst pCys-Peptide mit 
dieser Technik fragmentiert. In Abbildung 26 ist ein typisches CID-MS/MS Spektrum dargestellt. Es 
zeigt die Fragmentierung des doppelt protonierten Peptides EQLpCFSLYNAQR, ein tryptisches Pep-
tid, welches aus dem Regulatorprotein MgrA stammt.22 
Das Fragmentspektrum ist dominiert von Signalen, die aus Neutralverlusten ausgehend von dem 
Precursorion stammen. Neben den Neutralverlusten von 80 Da (HPO3) und 98 Da (H3PO4;  Basepeak) 
finden sich weitere Neutralverluste von Wasser (18 Da). Darüber hinaus weist das Spektrum zahlrei-
che Fragmente, welche aus der Spaltung des Peptidrückrates stammen, auf. Diese haben ebenfalls die 
Phosphorylierung verloren, sodass eine Identifizierung der Aminosäuresequenz möglich ist, die Loka-
lisierung der Phosphorylierungsstelle jedoch nicht gelingt. In dem konkreten Beispiel ist eine Diffe-
renzierung zwischen der korrekten Phosphorylierung an Position Cys-4 und einer falschen Zuordnung 
an Position Ser-6 nicht gegeben. Dieses Beispiel untermauert, dass Cysteinphosphorylierungen zusätz-
lich zu ihrer inhärenten Säurelabilität instabil gegenüber kollisions-induzierten Prozessen in der Gas-
phase sind.  
In der Vergangenheit wurden Neutralverlustmuster für die Identifizierung labiler Phosphorylierungen 
herangezogen. So wurde von der Gruppe um Tom Muir proklamiert, dass Neutralverluste von 80, 
98 & 116 Da ein Indikator für Histidinphosphorylierungen sein.271 Das aufgeführte Beispiel verdeut-




licht, dass sich derartige Neutralverluste nicht auf Histidinphosphorylierungen beschränken und man 




Abbildung 26: CID Fragmentspektrum des Precursorions des pCys-Peptides EQLpCFSLYNAQR.  
Das Spektrum weist hochabundante Signale auf, welche aus Neutralverlusten (80, 98, 116 & 134 Da) ausgehend 
von dem Precursorion stammen. Diagnostische Fragmentionen zur Lokalisierung der Modifikation fehlen. 
Exemplarisch dafür sind die Fragmentionen der lückenlosen y-Serie hervorgehoben.  
 
Inwieweit dieses Triplet charakteristisch für N-und S-Phosphorylierungen ist, gilt es zu untersuchen. 
Insbesondere der Neutralverlust von 80 Da könnte ein indikatives Signal für ein labil phosphoryliertes 
Peptid sein und dessen Erkennung ein nützliches Werkzeug bei der Identifizierung endogener Cystein-
phosphorylierungen darstellen. Vor diesem Hintergrund wurde der Einfluss der normalisierten Kolli-
sionsenergie (normalized collision energy, NCE) auf die relative Abundanz dieses Neutralverlustes 
untersucht. Es wurde deutlich, dass eine schrittweise Reduktion der herkömmlichen Fragmentierungs-
energie von 35 auf 25% einen Einfluss auf die relativen Intensitäten des Neutralmusters hat. Während 
der Neutralverlust von 80 Da kontinuierlich zunahm, wurde ein Rückgang der Intensität für die Neut-
ralverluste von 98 und 116 Da festgestellt. Außerdem nahm die Intensität der Signale, welche aus 
Fragmentierungen des Peptidrückgrates stammten, ab (vgl. Abbildung 27).  
Allgemein konnte das Tripletmuster (80, 98 & 116 Da) für alle untersuchten pCys-Peptide unter CID-
Bedingungen nachgewiesen werden. Als einziges Kriterium für den Nachweis einer Cysteinphospho-
rylierungen kann dies jedoch nicht herangezogen werden, da davon auszugehen ist, dass neben pHis 
auch pLys und pArg vergleichbare Neutralverlustmuster erzeugen, sodass nach zuverlässigeren Alter-
nativen gesucht werden musste. 





Abbildung 27: Einfluss der normalisierten Kollisionsenergie (NCE) auf die Neutralverluste 80, 98 & 116 Da am 
Beispiel des Peptides IGIHSGSpCVAGVVGLTMPR. 
 
 
3.1.2 HCD-Fragmentierung cysteinphosphorylierter Peptide 
Aufgrund ihres effizienteren Fragmentierungsverhaltens in Kombination mit hochaufgelöster Detekti-
on und damit verbunden höheren Identifizierungsraten hat die HCD-Fragmentierung die CID in weiten 
Teilen der Phosphoproteomik ersetzt. Darüber hinaus hat sie ihr Potential, labile Phosphorylierungen 
identifizieren zu können bereits mehrfach demonstriert. Vor allem die Generierung sogenannter Phos-
phoimmoniumionen (z. B. bei pHis) kann als eindeutiger Beweis genutzt werden.26, 136  
Ein vergleichbares Fragment wurde für cysteinphosphorylierte Peptide allerdings nicht gefunden. Im 
Gegenteil, unabhängig von der angewandten CE gelang bei den untersuchten pCys-Peptiden nicht der 
Nachweis eines Fragments, welches die Phosphorylierung trug. Exemplarisch dafür ist in 
Abbildung 28 das HCD-Spektrum des Peptides EQLpCFSLYNAQR dargestellt.  
 
 
Abbildung 28: HCD-Fragmentspektrum des doppelt protonierten, cysteinphosphorylierten Peptides 
EQLpCFSLYNAQR.  
 




Das HCD-Spektrum weist eine lückenlose Sequenzabdeckung auf, wobei insbesondere die Fragmente 
der y-Serie dazu beitragen. Im Vergleich zur CID zeigt sich eine erheblich stärkere Fragmentierung 
des Peptidrückrates, diagnostische Fragmentionen wie zum Beispiel y9 oder y10 fehlen jedoch. Ferner 
ist das Tripletneutralverlustmuster (80, 98 & 116 Da) in deutlich geringeren Intensitäten im Vergleich 
zur CID wiederzufinden. Es ist zwar nicht auszuschließen, dass auch unter HCD-Bedingungen gele-
gentlich phosphatrestetragende Fragmente auftreten, eine sichere Identifizierung von Cysteinphospho-
rylierungen lässt sich anhand dieses Fragmentierungsverhaltens jedoch nicht garantieren.  
 
 
3.1.3 EThcD-Fragmentierung cysteinphosphorylierter Peptide 
Elektronenbasierte Fragmentierungstechniken haben sich in der Vergangenheit als nützliche Alternati-
ven zu den CID-Techniken erwiesen. Inwieweit sich dies auf die Hybridaktivierungstechnik EThcD 
übertragen lässt und ob die Cysteinphosphorylierung stabil gegenüber der zusätzlichen HCD-
Aktivierung ist, galt es zu klären. Dazu wurden EThcD-Spektren mit einer ladungsabhängigen ETD-
Reaktionszeit und verschiedenen zusätzlichen Aktvierungsenergien aufgezeichnet. Die im Zuge der 
Optimierung der Fragmentierungsbedingungen erzielten Ergebnisse erfüllten in vollem Umfang die 
Anforderungen an eine sichere Lokalisierung von Cysteinphosphorylierungen.  
Beispielhaft dafür sei kurz auf das ETHCD-Spektrum des Peptides  EQLpCFSLYNAQR eingegangen 
(vgl. Abbildung 29).  
 
Abbildung 29: EThcD-Fragmentspektrum des dreifach geladenen Precusorions des pCys-Peptides 
EQLpCFSLYNAQR.  
Das Spektrum weist eine lückenlose Sequenzabdeckung unter Erhalt der labilen Cysteinphosphorylierung auf. 
 




Die erzeugten c-und z-Ionen gewährleisten eine lückenlose Sequenzabdeckung des Peptides, ohne eine 
signifikante Abspaltung der labilen Modifikation. Die geschlossene c-Serie enthält die diagnostischen 
Fragmente c3 (unphosphoryliert) und c4 (phosphoryliert), aus deren Differenz sich die Phosphorylie-
rungsstelle einfach und zweifelsfrei ableiten lässt. Fragmente, die eine Migration des Phosphatrestes 
beispielsweise an die Position Ser-6 indizieren würden, konnten nicht nachgewiesen werden. Typi-
scherweise zeigt das Spektrum ein hochabundantes Signal, welches dem ladungsreduzierten Precurso-
rion entspricht. Diese Spezies wird gebildet, sobald auf das positiv geladene Precursorion ein Elektron 
übertragen wird, es jedoch zu keiner Fragmentierung kommt. Ausgehend von diesem  ladungsredu-
zierten Ion finden sich oftmals Neutralverluste von 80 Da und 98 Da. All diese Bestandteile des MS2 
haben einen geringen Informationsgehalt und es gilt diese zu reduzieren.  
EThcD-Spektren von Precursorionen mit einem Ladungszustand z >2 weisen idealerweise Fragmen-
tionen auf, welches aus Spaltungen des Peptidrückrates stammen und deren relative Abundanzen über 
den gesamten m/z-Bereich des Spektrums vergleichbar hoch sind oder eine Tendenz zum Anstieg der 
relativen Abundanz bei größerem m/z-Verhältnis aufweisen. Sind diese Kriterien erfüllt, so lag ausrei-
chend ETD-Reagenz vor und es bestand genügend Zeit für den ETD-Prozess. Weist das Spektrum 
hingegen hochabundante Fragmente mit niedrigen m/z-Verhältnissen und einen hohen Anteil an ver-
schiedenen Neutralverlusten auf, war der Einfluss der zusätzlichen HCD-Aktivierung zu groß und 
keine idealen ETD-Bedingungen gegeben. Darüber hinaus ist die Überwachung der Intensität des 
Precusorions innerhalb des MS2 kein adäquater Indikator für die Beurteilung der Qualität des EThcD-
Spektrums, da dieser im Zuge der zusätzlichen Aktivierung in aller Regel fragmentiert wird. Werden 
diese Kriterien berücksichtigt, so ist eine zuverlässige Fragmentierung auch großer Peptide problemlos 
möglich und eine sichere Erkennung von Cysteinphosphorylierungen gewährleistet. Des Weiteren 
lässt sich bereits an dieser Stelle vorwegnehmen, dass unter Beachtung der aufgeführten Charakteristi-
ka die Identifizierung weiterer labiler Modifikationen realistisch ist.  
Nach den allgemein zufriedenstellenden Ergebnissen der EThcD-Fragmentierung von synthetischen 
pCys-Peptiden, wurde im nächsten Schritt dazu übergegangen, die gewonnenen Erkenntnisse anzu-
wenden und gezielt eine endogene Cysteinphosphorylierung nachzuweisen.    
 
 
3.1.4 Charakterisierung einer endogenen Cysteinphosphorylierung 
Als Modelsystem wurde von Dr. Bertran die cytosolische IIBGlc Domäne der Transmembranunterein-
heit des Glukosespezifischen Transporters IICBGlc von E. coli gewählt. IICBGlc ist ein Teil des phos-
phoenolpyruvat (PEP)-abhängigen Phosphotransferasesystems (PTS) und vermittelt die Aufnahme 
und gleichzeitige Phosphorylierung von Glukose.272 In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass 
Glukose phosphoryliert wird, nachdem der Phosphatrest von PEP über eine Kaskade bestehend aus  
  




drei pHis-Intermediaten (EI, HPr, IIAGlc) und dem pCys-Intermediat IIBGlc transferiert wurde (vgl. 
Abbildung 30a). Belegt wurde die Cysteinphosphorylierung anhand von NMR-Messungen, La-
belingstrategien und Stabilitätsstudien.31, 273, 274 Bottom-up-Studien von IIBGlc wurden ebenfalls durch-
geführt. Eine zweifelsfreie Bestimmung der Phosphorylierungsstelle anhand des aufgezeichneten CID-
Spektrums war jedoch schwierig, da die relevanten Fragmentionen der y-Serie überwiegend einen 
Neutralverlust von 80 Da aufwiesen.244 Es galt nun zu zeigen, dass EThcD in der Lage war, diese Li-
mitierung zu überwinden.  
Dazu wurden die vier für den Phosphorylierungsprozess relevanten Untereinheiten (EI, HPr, IIAGlc und 
IIBGlc) überexprimiert. Ohne die Proteine zuvor aufgereinigt zu haben, wurde die in vitro Phosphory-
lierung durch Zugabe eines Überschusses an PEP zu einem Zelllysat induziert. Danach wurden zwei 
unterschiedliche bottom-up-Ansätze verfolgt: Zum einen wurde das Proteingemisch mittels SDS-
PAGE getrennt, einzelne Gelbanden ausgeschnitten und ein In-Gelverdau mit Trypsin vorgenommen. 
Zum anderen wurde ein Lösungsverdau vorgenommen und das Peptidgemisch in einem 2D-RPLC-
RPLC-Ansatz analysiert (vgl. Abbildung 30 b & c).  
 
 
Abbildung 30: Workflow der Identifizierung einer endogenen Cysteinphosphorylierung.61  
(a) Glukosespezifisches phosphoenolpyruvat-abhängiges Phosphotransferasesystem. Die Phosphatgruppe wird 
vom PEP sequentiell zur IIBGlc Domäne des Transmembranproteins IICBGlc transportiert. (b) SDS-PAGE In-
Gelverdau Proteomikansatz. (c) In Lösungsverdau und anschließender 2D-RPLC-RPLC-MS/MS-Ansatz. 
 
Die erhaltenen Proben wurden mit nanoLC-ESI-EThcD-MS/MS analysiert. Um eine höchstmögliche 
Empfindlichkeit zu erzielen, wurde ein fokussierter Ansatz, bei dem sich auf wenige relevante Peptide 
konzentriert wurde, gewählt. Von Bedeutung waren dabei das phosphorylierte und das unmodifizierte 
Peptid, sowie Varianten mit einer Fehlspaltstelle und einer weiteren Cysteinmodifikation, die im Zuge 
der Probenvorbereitung auftreten kann. Die verschiedenen Peptide wurde in einer sogenannten Einbe-
ziehungsliste (inclusion list) zusammengefasst (vgl. Tabelle 1).  




Tabelle 1: Einziehugsliste des fokussierten Ansatzes zur Identifizierung eines endogenen pCys-Peptides. 
Masse Ladungszustände Peptidsequenz 
1361.6609 2-3 ENITNLDACITR 
1418.6824 2-3 ENITNLDAcamCITR 
1441.6272 2-3 ENITNLDApCITR 
1630.8461 2-3 ENITNLDACITRLR 
1710.8124 2-3 ENITNLDApCITRLR 
3021.4900 2-3 ATGTSEMAPALVAAFGGKENITNLDACITR 
3101.4563 2-3 ATGTSEMAPALVAAFGGKENITNLDApCITR 
 
Dazu wurde das Übersichtsspektrum mit hoher Auflösung (R=120.000) und Massengenauigkeit 
(≈1 ppm) gemessen. Sobald ein entsprechendes doppelt oder dreifach geladenes Precursorion inner-
halb eines Massenfehlers von 10 ppm im MS1 auftrat, wurde dieses mit dem Quadrupol selektiert und 
mittels EThcD und HCD fragmentiert. Da sich auf sehr wenige selektierte Precursorionen konzentriert 
wurde, war es möglich, einen niedrigen Schwellwert sowie lange Injektionszeiten und hohe AGC-
Targetwerte zu wählen. Außerdem waren die einzelnen scans in Relation zur Breite des chromatogra-
phischen Peaks kurz, sodass sich für einen Peak diverse Tandem-MS-Experimente durchführen ließen. 
Dies wiederum bot die Möglichkeit, ideale Fragmentierungsbedingungen für die relevanten Zielionen 
zu schaffen. Sowohl das cysteinphosphorylierte Peptid ENITNLDApCITR als auch sein unphosphory-
lierter Counterpart wurden somit identifiziert. Das dazugehörige MS/MS-Spektrum des endogenen 
pCys-Peptides weist eine lückenlose Sequenzabdeckung auf und erlaubte die eindeutige Lokalisierung 
der Phosphorylierungsstelle. Hervorzuheben sind die hohen relativen Abundanzen der Fragmentionen 
von zum Teil über 50%, ein Verhalten, welches von der herkömmlichen ETD-Fragmentierung nicht 
bekannt ist. Außerdem waren die relativen Häufigkeiten der Fragmente vergleichbar hoch über den 
gesamten m/z-Bereich des MS2. Trotz dieser hohen Fragmentierungseffizienz wurden keine signifikan-
ten Neutralverluste oder Gasphasenumlagerungen zu anderen Phosphoakzeptoren festgestellt. Dies 
untermauert die hohe Stabilität der Phosphothiolatbindung unter EThcD-Bedingungen. Bemerkens-
wert ist außerdem, dass neben den ETD-typischen c- und z-Fragmenten eine lückenlose y-Serie auf-
trat, welche ebenfalls die labile Phosphorylierung trug (vgl. Abbildung 31c). Sie werden durch die 
zusätzliche HCD-Aktivierung erzeugt und bilden zusammen mit den Ionen der z-Serie ein „goldenes 
Doublett“. Bei einer optimalen EThcD Fragmentierung übersteigt deren Intensität in aller Regel nicht 
die der z-Ionen und der Fokus sollte auch immer auf der Generierung geschlossener c- und z-
Ionenserien liegen. Dennoch zeigt dieses Beispiel anschaulich, das wertvolle Informationen anhand 
dieser Ionenserie mit den diagnostischen Fragmenten y3 und y4 gewonnen werden können. 




                  
   
 
Abbildung 31: Nachweis einer natürlichen Cysteinphosphorylierung.  
Abgebildet sind der TIC einer der Fraktionen des 2D-LC-MS/MS-Ansatzes (a) und das XIC des Precusorions 
(m/z 481,550) des endogenen pCys-Peptides  ENITNLDApCITR (b). Diverse diagnostische Fragmente der c, y 
und z-Serie dokumentieren die Phosphorylierungsstelle. Das in der unteren Hälfte als Spiegelbild dargestellte 
ETHCD-Spektrum des synthetisierten Peptides, stimmt in seinem Fragmentierungsmuster mit dem endogenen 
Peptid weitgehend überein (c). 
 
Zur Verifizierung der endogenen Cysteinphosphorylierung wurde zusätzlich die entsprechende Pep-
tidsequenz synthetisiert und unter den gleichen EThcD-Bedingungen analysiert. Das dazugehörige 
EThcD-Spektrum zeigt sowohl in Bezug auf die m/z-Verhältnisse als auch die Signalintensitäten der 
Fragmente eine hohe Übereinstimmung gegenüber dem endogenen Peptid (vgl. Abbildung 31unten). 




Diese Ergebnisse haben deutlich gezeigt, wie wertvoll die EThcD Fragmentierung bei der Identifizie-
rung endogener Cysteinphosphorylierungen sein kann. Es gilt jedoch zu berücksichtigen, dass der 
targeted Ansatz ausschließlich zur Klärung der konkreten Fragestellung geeignet war. Die proteom-
weite Suche nach neuen Cysteinphosphorylierungen ist auf diesem Wege nicht möglich. Um aussage-
kräftige Spektren zu erhalten, wurden vorzugsweise Ladungszustände >2 gewählt. Es ist durchaus 
möglich, dass sich unter diesen Bedingungen auch hinreichende Ergebnisse mit der ETD oder ECD 
erzielen lassen. Wie bereits diskutiert, weisen beide jedoch erhebliche Defizite bei der Analyse doppelt 
geladener Precursorionen auf. Erste Untersuchungen doppelt protonierter pCys-Peptide mittels EThcD 
zeigten im Gegensatz dazu vielversprechende Ergebnisse. Sollte sich daraus ein allgemeiner Anspruch 
für die wichtigsten labilen Phosphorylierungen ableiten, würde die EThcD nicht nur über ein Allein-
stellungsmerkmal gegenüber den anderen elektronenbasierten Techniken verfügen, sondern könnte 








3.2 Tandem-MS von doppelt geladenen, labil phosphorylierten Peptiden 
3.2.1 Vergleich ETD-und HCD-Fragmentierung labil phosphorylierter Peptide 
In einem bottom-up-Ansatz ist der überwiegende Anteil der über Trypsinspaltung generierten Peptide 
nach der ESI doppelt geladen. Die Peptide erfahren in der Regel eine Protonierung der Aminogruppe 
am N-Terminus des Peptides und an den Seitenketten Lysin und Arginin des C-Terminus. Diese rela-
tiv kurzen Peptide weisen ein zufriedenstellendes Fragmentierungsverhalten unter CID-Bedingungen 
auf. Die exakte Lokalisierung der Phosphorylierungsstelle kann jedoch durch erhebliche Neutralver-
luste verhindert werden. ETD ist in der Lage diese labilen Modifikationen zu erhalten, eignet sich 
jedoch nur für Ladungszustände z≥3 (vgl. Abbildung 32 & Kapitel 1.2.5.3). Demzufolge ist die bedeu-





Abbildung 32: ETD-MS/MS-Spektrum des doppelt protonierten Peptides pArg 5 (NGFLVpREQDPK).  
Das Spektrum ist dominiert von unfragmentierten Precusorionen und dem ladungsreduzierten Precursorion. Es 
stehen nur wenige Fragmentionen mit hohem m/z-Verhältnis zur Verfügung, sodass eine Bestimmung der Ami-
nosäuresequenz sowie die Identifizierung der Argininphosphorylierung unmöglich sind. 
Aufgrund dessen wurde die Fähigkeit von EThcD-MS/MS untersucht, labil phosphorylierte, doppelt 
geladene Peptide zu fragmentieren. Eigens dafür wurden durch Frau Hauser im Labor von Prof. Ha-
ckenberger 25 labil phosphorylierte Peptide synthetisiert.18, 22, 61, 271 Die Zusammenstellung beruhte aus 
bereits identifizierten oder potentiell modifizierten, endogenen Peptidsequenzen. Die Auswahl umfass-
te Peptide mit Phosphorylierungen von Arginin, Cystein, Histidin und Lysin sowie Pyrophosphorylie-
rungen von Serin und Threonin. Bei der Wahl der Aminosäuresequenzen wurde sich auf Peptide be-
schränkt, die zuvor als doppelt geladene Precusorionen identifiziert wurden und deren Sequenz weitere 




potentielle Phosphorylierungsstellen in direkter Nachbarschaft zur eigentlichen Modifikation enthiel-
ten.   
Zunächst sollen jedoch kurz die Limitierungen der gängigen Fragmentierungstechniken ETD und 
HCD aufgezeigt werden: Bei der ETD werden Fluoranthenradikale im Überschuss mit Precursorionen 
in einer Ionenfalle in Kontakt miteinander gebracht. Die Fragmentierungseigenschaften von ETD sind 
dabei von der Reaktionszeit beider Spezies abhängig, wobei niedrige Ladungszustände längere Reak-
tionszeiten benötigen. Um zu gewährleisten, dass genügend Zeit für den ETD-Prozess zur Verfügung 
stand, wurde pArg5 mit verschiedenen Reaktionszeiten fragmentiert. 
  
 
Abbildung 33: Gegenüberstellung der ETD-MS/MS Spektren des Peptides pArg5 mit verschiedenen 
ETD-Reaktionszeiten.   
 




Die Abbildung 33 verdeutlicht, dass eine Verlängerung der ETD-Reaktionszeit über die ladungsab-
hängige Reaktionszeit von 100 ms hinaus keine Erhöhung der Fragmentierungseffizienz nach sich 
zieht. Es ließen sich weder neue Fragmentionen detektieren, noch ließ sich die relative Abundanz der 
bestehenden Fragmente signifikant beeinflussen, sodass Veränderungen der ETD-Reaktionszeit, dem 
wichtigsten Instrument zur Erhöhung des Informationsgehaltes eines MS/MS-Spektrums, wirkungslos 
blieben. Einzig das Verhältnis von Precursor- und ladungsreduziertem Precursorion lässt sich damit 
manipulieren. Diese Beobachtung ist für die EThcD-Fragmentierung von Bedeutung, da sich somit 
steuern lässt, welche der beiden Spezies vorwiegend für die zusätzliche all-ion-Fragmentierung zur 
Verfügung stehen soll. 
Als nächstes wurden HCD-Spektren des argininphosphorylierten Peptides pArg5 akquiriert. Diese 
wiesen eine ausreichende Fragmentierung des Peptidrückgrates auf, sodass das Peptid zweifelsfrei 
identifiziert werden konnte. Gleichzeitig wurde jedoch, wie bereits bei den pCys-Peptiden festgestellt 
(vgl. Kapitel 3.1.2), ein substantieller Verlust der labilen Modifikation, beobachtet. Neutralverluste 
von 80, 98 und 116 Da sowohl an Ionen der b-Serie als auch der y-Serie zählten zu den abundantesten 
Signalen (vgl. Abbildung 34). Modifikationstragende Fragmentionen wurden entweder überhaupt 
nicht oder mit äußerst geringen relativen Häufigkeiten detektiert. 
 
 
Abbildung 34: HCD-Spektrum des doppelt protonierten Peptides NGFLVpREQDPK. 
Das Spektrum zeigt eine lückenlose Sequenzabdeckung, sodass sich daraus die Aminosäuresequenz sicher ablei-
ten lässt. Die Lokalisierung der labilen Phosphorylierung ist jedoch durch substantielle Neutralverluste von 80 
Da und 98 Da an b- und y-Ionen signifikant erschwert. 
 
 




3.2.2 EThcD-Fragmentierung doppelt geladener, labil phosphorylierter Peptide 
Die unbefriedigenden Ergebnisse der ETD und HCD-Studien waren der Ausgangspunkt für weiterfüh-
rende Untersuchungen, bei denen der Einfluss zusätzlicher HCD-Aktivierung nach dem ETD-Prozess 
auf das Fragmentierungsverhalten labiler Phosphorylierung betrachtet wurde. Im ersten Schritt wurde 
dazu das Peptid mit einer kalibrierten ladungsabhängigen ETD-Reaktionszeit von ca. 100 ms angeregt 
und danach die gesamte Ionenpopulation mit verschiedenen, zusätzlichen Aktivierungsenergie frag-
mentiert.214 Um sicher zu stellen, dass die Ergebnisse der Fragmentierung ausschließlich aus den ver-
schiedenen Fragmentierungsbedingungen resultierten, wurden nur Spektren berücksichtigt, welche die 
maximale Injektionszeit von 500 ms nicht ausgenutzt hatten. Somit wurde sichergestellt, dass für jedes 
untersuchte Spektrum der Targetwert erreicht wurde und immer die gleiche Anzahl an Ionen für die 
Fragmentierung zur Verfügung stand.  Um mögliche, geringfügig Varianzen in Bezug auf den 
ETD-Prozess oder die CE der zusätzlichen HCD-Aktivierung zu egalisieren, wurden jeweils drei tech-
nische Replikate jeder Fragmentierungsbedingung analysiert. 
 
 
Abbildung 35: ETHCD-Spektrum des doppelt protonierten Peptides NGFLVpREQDPK. 
Das Spektrum zeigt eine lückenlose Sequenzabdeckung, erzielt mit Fragmentionen aus vier verschiedenen Io-
nenserien (b, c, y & z). Die Fragmente tragen die labile Modifikation und ermöglichen die zweifelfreie Lokali-
sierung der Phosphorylierung an Position Arg6. Als diagnostische Fragmentionen sind die Fragmente y6 und z6 
zu erkennen. Sie bilden ein sogenanntes „goldenes Dublette“. Darüber hinaus sind Ionen resultierend aus Neut-
ralverlusten ausgehend vom Precursorion zu erkennen. Neutralverluste, welche von Fragmentionen stammen, 
sind nicht zu verzeichnen. Das ladungsreduzierte Precursorion stellt den Basepeak des Spektrums dar. 
 
Der wesentliche Nachteil von ETD war die mangelnde Fragmentierung von Precursor- und ladungsre-
duzierten Precursorionen. Spektren, aufgezeichnet mit einer zusätzlichen Aktivierung von 20% NCE, 
wiesen im Mittel eine relative Abundanz von 50% für Precursorionen auf. Eine sukzessive Erhöhung 




der zusätzlichen Aktivierung auf 35% NCE führte zu einer kompletten Fragmentierung des Vorläufe-




Abbildung 36: Durchschnittliche relative Abundanz von Precursorionen, ladungsreduzierten Precursorionen und 
Neutralverlusten von Precursorionen.  
Es wurden kalibrierte, ladungsabhängige ETD-Bedingungen (≈100 ms) gewählt und die zusätzliche Aktivierung 
(sa) variiert.  
 
Wesentlich geringer war der Einfluss der zusätzlichen Aktivierung auf die Intensität des ladungsredu-
zierten Precursorions. Bei Kollisionsenergien 20% und 25% NCE bildete das ETnoD-Produkt für alle 
untersuchten Modellpeptide den Basepeak des Fragmentspektrums. Selbst sehr hohe Aktivierungs-
energien führten zu keiner kompletten Fragmentierung dieser Spezies, sodass das ladungsreduzierte 
Precursorion bei der überwiegenden Mehrheit der Peptide das höchstabundanteste Signal darstellte. 
Dies untermauert die hohe Stabilität des Radikalanionenkomplexes.  
HCD-Spektren von labil phosphorylierten Peptiden weisen meist Neutralverluste des Precursorions 
auf. Und in der Tat führte auch die zusätzliche HCD-Aktivierung bei der EThcD-Fragmentierung zu 
geringfügigen Neutralverlusten ausgehend von den Precursorionen, wobei zusätzliche Aktivierungen 
von 20-35% die stärksten Neutralverlustsignale hervorriefen. Diese Beobachtung war zu erwarten, da 
vor der zusätzlichen HCD-Fragmentierung ein großer Anteil der Ionenpopulation von intakten Precur-
sorionen eingenommen wird und die Anregung einer herkömmlichen HCD-Fragmentierung gleicht. 
Die Art und Intensität des Neutralverlustes waren dabei stark von der Modifikation und der Peptidse-




quenz abhängig. Ein klares Muster war anhand der untersuchten Peptide nicht zu erkennen (siehe An-
hang). Geringfügige Neutralverluste der Precursorionen sind nicht zwangsläufig als negativ zu bewer-
ten, da somit wichtige Zusatzinformationen über die Art der Phosphorylierungen erhalten werden 
können. Beispielweise erzeugen pyrophosphorylierte Peptide einen diagnostischen Neutralverlust von 
177,943 Da. Dieser Neutralverlust lässt sich zum Teil auch in EThcD-Spektren nachweisen und kann 
demzufolge als zusätzlicher Indikator für diese Modifikation fungieren.  
Erheblich wichtiger für die zuverlässige Lokalisierung labiler Phosphorylierungen ist die Generierung 
von Fragmentionen, welche die Modifikation tragen. Auf Grund dessen wurde die Stabilität der Modi-
fikationen unter EThcD und HCD-Bedingungen untersucht. Als Modellsystem wurde eine Peptidse-
quenz des adhäsions- und degranulationsunterstützenden Adapterproteins ADAP gewählt. Die Pep-
tidsequenz wurde beibehalten und nur die Phosphorylierungsstelle an Position acht ausgetauscht. In 
seiner Größe entspricht die Sequenz einem typischen, durch tryptischen Verdau entstandenen Peptid. 
Darüber hinaus beinhaltet die Sequenz weitere potentielle Phosphoakzeptoren, wie z.B. einen Serinrest 
an Position 10, sodass mögliche Gasphasenumlagerungen der Phosphorylierungen während der Ioni-
sierung oder Fragmentierung erfasst werden können.69  
In Abbildung 37 sind die Signalintensitäten der Fragmentionen mit und ohne Neutralverlust für HCD 
und EThcD gegenübergestellt. Labile Modifikationen generieren in der Regel verschiedene Neutral-
verluste. In der Abbildung wurde sich auf die abundantesten beschränkt. Für pArg, pCys, pHis und 
pLys wurde die Abspaltung von 98 Da und für die Pyrophosphorylierungen von Serin und Threonin 
die Eliminierung von 178 Da berücksichtigt. Der Vergleich illustriert beeindruckend die hohe Labilität 
der Modifikationen gegenüber HCD und die außerordentliche Stabilität unter EThcD-Bedingungen. 
Betrachtet man die y-Ionenserie der HCD-Fragmentierung so wird deutlich, dass sich keine Fragmen-
tionen detektieren ließen, die einen Pyrophosphatrest trugen. Ähnliche Tendenzen zeigten pArg2 und 
pCys3. Die Sequenz war zwar lückenlos abgedeckt, Fragmentionen ohne Neutralverlust waren jedoch 
entweder gar nicht oder nur mit äußert geringen relativen Abundanzen nachzuweisen. Die höchste 
Stabilität zeigte interessanterweise das lysinphosphorylierte Peptid pLys3. Signale, die aus Neutralver-
lusten resultierten, stellten zwar wiederrum die dominantesten Signale dar, es konnten jedoch auch 
modifikationstragende Fragmentionen (y5 bis y8) mit beachtlichen relativen Intensitäten von ca. 10% 
detektiert werden.  
Neben dem Neutralverlust von 98 Da wurden für pArg, pCys, pHis und pLys weitere Neutralverluste 
von 80 Da und 116 Da in den HCD-Spektren erfasst. Demzufolge spalten sich Fragmentionen, welche 
eine labile Modifikation tragen, in bis zu vier verschiedene Spezies auf. Für die bioinformatische Ana-
lyse bedeutet dies eine Erhöhung der Komplexität des Spektrums ohne einen Zugewinn an Informati-
onen zur Phosphorylierungslokalisierung. Außerdem senkt die Verteilung auf mehrere Fragmentspe-
zies die Intensität des gewünschten, modifizierten Fragmentions. Summa summarum zieht dies eine 
Reduktion der Empfindlichkeit in Bezug auf die Fähigkeit der korrekten Lokalisierung der Phosphory-
lierungsstelle nach sich.    






       
 
           
        
Abbildung 37: Gegenüberstellung der relativen Abundanzen von Fragmnetionen und deren Neutralverlustspezies 
während HCD und EThcD.  
Der Vergleich zeigt einen substanziellen Neutralverlust von 98 Da für die Peptide pArg2, pHis3, pCys2 und 
pLys3 sowie den Verlust von 178 Da für ppSer2 und ppThr4 unter HCD-Bedingungen. Die c- und z-Ionen der 
EThcD-Fragmentierung zeigen entweder keine oder vernachlässsigbar kleine Neutralverluste.  
 
Die Ergebnisse der EThcD MS/MS-Experimente standen in einem deutlichen Gegensatz dazu. Für alle 
Phosphorylierungstypen ließen sich hochabundante Fragmentionen, welche die Modifikation trugen, 
beobachten. Mit Ausnahme der Fragmentionen z11 und z12 des Peptides ppSer2 wurden keine Neu-
tralverlustspezies für die untersuchten Peptide detektiert. Auch eine Migration von Phosphatresten 
zum Beispiel hin zum Serinrest S10 wurde nicht beobachtet. Vor dem Hintergrund der hohen Labilität 
der Modifikation und der besonderen Herausforderung der Kürze der Peptide ist dies ein bemerkens-
wertes Ergebnis.  
Die übereinandergelegten Fragmentspektren verdeutlichen außerdem die typische Struktur eines 
EThcD-Spektrums doppelt geladener Precursorionen. Tendenziell steigt die relative Abundanz der aus 
dem ETD-Prozess stammenden c- und z-Fragmentionen mit ihrem m/z-Verhältnis. Infolgedessen wer-
den Fragmente mit niedrigem m/z-Verhältnis entweder gar nicht oder nur in sehr geringen Intensitäten 




detektiert. Komplette Sequenzabdeckungen anhand einer Ionenserie sind daher die Ausnahme. 
Aufgrund der Komplementarität der c- und z-Ionenserien, ist eine lückenlose Sequenzabdeckung den-
noch möglich. Der Trend, dass Fragmentionen mit hohem m/z-Verhältnis auch hohe relative Inten-
sitäten aufweisen, leitet sich aus dem Mechanismus der ETD-Fragmentierung ab (vgl. Kapitel 1.2.5.3; 
Abbildung 21). Das doppelt geladene Precursorionen trägt seine beiden positiven Ladungen an den 
Termini des Peptides. An diesen Positionen wird das Elektron bevorzugt lokalisiert sein und 
Spaltungen der nächstgelegenen N-Cα-Bindung des Peptidrückgrates provozieren. Das kürzere Bruch-
stück wird als neutrales Radikal nicht erfasst, während das längere Fragment die positive Ladung des 
gegenüberliegenden Terminus trägt und als einfach geladenes Fragment detektiert wird. Um kürzere 
Fragmentionen zu generieren, muss das Elektron demzufolge weiter entlang des Peptidrückgrates mig-
rieren ohne zuvor eine der näher gelegenen Peptidbindungen zu spalten.  
 
 
3.2.3 Bioinformatische Evaluierung der HCD- und EThcD-Spektren 
Diese Ergebnisse waren der Ausgangspunkt für weiterführende softwaregestützte Untersuchungen von 
EThcD-Spektren doppelt geladener Precursorionen. Zur Beurteilung der Spektrenqualität und als Para-
meter für die Sicherheit der Phosphorylierungslokalisierung, wurden nach den verschiedenen EThcD-
Experimenten die Suchalgorithmen Sequest und  ptmRS eingesetzt.85 Zuerst wurde der Einfluss der 
zusätzlichen Aktivierung auf die Spektrenqualität beurteilt. Eine zusätzliche Aktivierung von 20% 
führte sowohl zu der niedrigsten Anzahl an unique Peptiden als auch zu den geringsten 
durchschnittlichen Sequest Xcorr Scores (vgl. Tabelle 2). Des Weiteren hatte die unzureichende 
Fragmentierung von Precursor- und ladungsreduzierten Precursorionen sowie das Fehlen von diagnos-
tischen Fragmentionen zur Bestimmung der Phosphorylierungsstelle eine signifikante Anzahl an 
falsch lokalisierten Phosphorylierungsstellen zur Folge. 
Eine Erhöhung der zusätzlichen Aktivierung auf 30% lieferte zugleich die höchste Anzahl an unique 
Peptiden und korrekt lokalisierten Phosphorylierungsstellen. Außerdem ließen sich somit die höchsten 
Sequest Xcorr Werte erzielen. Diese Beobachtung ist von wesentlicher Bedeutung, da vergleichbare 
Fragmentierungsbedingungen bereits erfolgreich bei der Analyse von O-Phosphorylierungen einge-
setzt wurden.238 Somit müssen keine Anpassungen der Fragmentierungsparameter vorgenommen wer-
den, um die verschiedenen Phosphorylierungstypen adäquat abzudecken. NCEs von 25% und 35% 
führten entweder zu einer etwas reduzierten Anzahl an identifizierten Peptiden, niedrigeren mittleren 
Sequest Xcorr Scores oder Identifizierungsraten (ID-Rate) im Vergleich zu 30% zusätzlicher Aktivie-
rung. Allgemein sind die Unterschiede innerhalb dieses CE-Bereiches allerdings gering. Somit ist 
gewährleistet, dass geringfügige Veränderungen innerhalb dieses durchaus komplexen tandemmassen-
spektrometrischen Experiments, keinen gravierenden Einfluss auf die Qualität der Spektren haben und 
die Methodik daher über eine ausreichende Robustheit verfügt.  




Tabelle 2: Durchschnittlicher Sequest Xcorr Score, Identifizierungsrate, Anzahl an unique Peptiden und korrekt 
lokalisierten Phosphorylierungsstellen unter verschiedenen zusätzlichen Aktivierungen. 
Peptid 
Peptidesequenz (Herkunft) 














ppSer 1 TAVEIDppSDSLK* (ADAP-human) 1,98 2,93 3,1 3,6 3,67 3,67 - 
ppSer 2 TTAVEIDppSDSLK* (ADAP-human) 2,3 3,11 3,34 3,83 3,96 4,1 3,86 
ppSer 3 SSEDppSSEEEDKA (Nopp140-mammalian) 3,37 3,33 4,14 4,35 4,71 4,94 5 
ppThr 4 TTAVEIDppTDSLK* (ADAP-human) 2,49 3,1 3,43 3,91 4 4,1 3,82 
pHis 1 AVEIDpHDSLK*(ADAP-human) 2,23 3,71 3,55 4,26 3,82 3,71 - 
pHis 2 TAVEIDpHDSLK*(ADAP-human) 2,77 3,4 3,47 4,41 3,75 3,5 4,16 
pHis 3 TTAVEIDpHDSLK* (ADAP-human) 2,91 2,5 3,14 3,92 3,98 3,9 3,61 
pHis 4 FATpHGGYLLQGK (AdhE-E.coli) 3,17 3,22 3,39 4,79 4,91 4,44 4,09 
pHis 5 GGRTCpHAAIIAR (PpsA-E.coli) 3,88 - 2,14 2,84 3,01 3,36 4,05 
pCys 1 AVEIDpCDSLK* (ADAP-human) - 3,26 3,8 4,02 - - - 
pCys 2 TAVEIDpCDSLK* (ADAP-human) 2,43 3,16 3,82 3,91 4,16 3,92 3,73 
pCys 3 TTAVEIDpCDSLK* (ADAP-human) 2,71 3,09 4,11 4,24 4,24 4,02 4,03 
pCys 4 EQLpCFSLYNAQR* (MgrA-S.aureus) 3,24 3,1 4 4,04 4,07 3,92 3,74 
pCys 5 ENITNLDApCITR* (IICBGlc- E.coli) 3,03 3,44 3,99 4,61 4,18 - 3,56 
pArg 1 TAVEIDpRDSLK* (ADAP-human) 3,31 - - 4,36 3,9 3,97 - 
pArg 2 TTAVEIDpRDSLK* (ADAP-human) 4,09 - 4,1 4,54 4,12 3,97 - 
pArg 3 FTSEpRGYIVESK* (ctsR-B. subtilis 4,09 3,04 5,07 4,42 5 4,46 5,75 
pArg 4 GFLVpREQDPK* (ykoM-B. subtilis 3,19 - - 3,62 - - - 
pArg 5 NGFLVpREQDPK* (ykoM-B. subtilis 3,05 3,14 4,06 4,16 4,25 4,07 3,89 
pLys 1 AVEIDpKDSLK* (ADAP-human) 2,69 3,36 4,37 4,78 4,74 4,65 4,59 
pLys 2 TAVEIDpKDSLK* (ADAP-human) 3,37 3,39 4,19 4,42 4,49 4,37 3,91 
pLys 3 TTAVEIDpKDSLK* (ADAP-human) 3,41 3,34 4,4 4,79 4,58 4,42 4,26 
pLys 4 LpKTEAEMK* (Myoglobin-mammalian) 2,97 3,02 3,88 4,18 4,21 4,13 4,17 




2,63 3,03 - 3,72 - - - 
 Durchschnittlicher Sequest Xcorr Score 3,04 3,20 3,83 4,17 4,16 4,10 4,09 
 Identifizierungsrate (%) 84,7 35,1 40,0 63,5 55,0 45,3 35,5 
 # unique Peptide 24/25 20/25 23/25 25/25 22/25 21/25 16/25 
 # Phosphosphorylierungsstellen mit einer 
ptmRS Positionswahrscheinlichkeit >99% 
21/25 17/25 21/25 22/25 21/25 20/25 14/25 
# Korrekt lokalisierte Phosphorylierungsstel-
len mittels ptmRS 
14/25 11/25 20/25 21/25 20/25 19/25 13/25 
 - nicht identifiziert; *Peptidsequenz enthält einen amidierten C-Terminus 
 
Der Einsatz von 40% zusätzlicher Energie sorgte für eine weitere Erhöhung der relativen Intensitäten 
der Fragmentionen. Am Beispiel des Peptides pArg5 wurde deutlich, dass darunter auch Fragment-
ionen waren, welche die Argininphosphorylierung trugen. Dies untermauert ein weiteres Mal, dass die 
labilen Phosphorylierungen stabil über einen weiten Bereich an zusätzlichen Aktivierungsenergien 
sind. Da jedoch keine zusätzliche Fragmente detektiert wurden, erhöhte sich auch der durchschnitt-




liche Sequest Xcorr Score nicht. In Abbildung 38 sind die relativen Intensitäten der einzelnen Frag-
mentionen unter verschiedenen zusätzlichen Aktivierungsenergien gegenübergestellt. 
 
                             
                    
Abbildung 38: Relative Abundanzen von b-, c-, y- und z-Fragmentionen (%) des Peptides NGFLVpREQDPK 
(pArg 5) unter verschiedenen EThcD-Bedingungen.  
Der ETD-Prozess wurde mit ladungsabhängigen ETD-Parametern durchgeführt und verschiedene zusätzliche 
HCD-Aktivierungsenergien eingesetzt. Mit steigender NCE nehmen auch die relativen Abundanzen der 
Fragmentionen aller Ionenserien zu. 
 
Die Abbildung illustriert im Wesentlichen drei Aspekte: Zum einen gehören die dominierenden Frag-
mentionen den c- und z-Ionenserien an. Darüber hinaus können die zusätzlichen b- und y-Ionen weite-
re Informationen über die Peptidsequenz liefern. So ergänzen die Fragmention b3, y3 und y4 die un-
vollständigen c- und z-Serien. Am wichtigsten ist jedoch, dass auch b- und y-Ionen die labile Modifi-
kation tragen können, wie die lückenlose y-Ionenserie unterstreicht.   
Ein Vergleich der EThcD-Ergebnisse generiert mit einer zusätzlichen Aktivierung von 30% mit 
HCD-Daten unter Verwendung der gleichen AGC-Targetwerte zeigte, dass EThcD eine geringere 
Identifizierungsrate als HCD erbrachte. Dies mag in einer geringeren Fragmentierungseffizienz gegen-
über HCD begründet liegen. Die Identifizierungsrate war dabei sehr von der Aminosäuresequenz ab-
hängig. Bei der Gesamtkalkulation wurde dies berücksichtigt. Erfolgte die Zuordnung des Spektrums 
zu einer Peptidsequenz, so war der durchschnittliche Sequest Xcorr Score jedoch höher als bei HCD. 
Diese Tendenz wurde bereits in proteomischen Studien mit einer weitaus größeren Anzahl an Peptiden 
beobachtet und unterstreicht die hohe Sequenzabdeckung und geringe Anzahl unspezifischer Frag-
mente.209  




Von den 25 identifizierten Peptiden wurden 22 mit einer ptmRS Positionswahrscheinlichkeit für die 
Modifikation >99% zugeordnet. Eine Zuordnung mit dieser Wahrscheinlichkeit wird allgemein als 
eine zweifelsfreie Bestimmung der Modifizierungsstelle angesehen. Und in der Tat wurde bei 21 Pep-
tiden die Phosphorylierungsstelle korrekt von der Suchmaschine erkannt. Nur in einem Fall reichte die 
Sequenzabdeckung nicht für eine fehlerfreie Identifizierung aus und sorgte für ein falschpositives Er-
gebnis. Zusätzlich wurden zwei Peptide mit einer ptmRS Positionswahrscheinlichkeit von <99% anno-
tiert. Eine detaillierte Betrachtung der Spektren ließ jedoch eine zweifelsfreie Lokalisierung der Phos-
phorylierungsstelle zu. Führt man sich vor Augen, dass für keines der Peptide eine korrekte Lokalisie-
rung der Phosphorylierungsstelle mittels ETD möglich war, ist dies ein bemerkenswertes Resultat.  
Im Gegensatz dazu standen die Ergebnisse aus den HCD-Messungen. Von den 25 untersuchten Pepti-
den konnte nur bei 13 die Phosphorylierungsstelle korrekt identifiziert werden. Insbesondere die Iden-
tifizierung der pyrophosphorylierten Peptide, welche als doppelt phosphoryliert erkannt wurden, stellte 
eine Herausforderung dar. Aber auch die korrekte Lokalisierung von histidin-, cystein-, arginin- und 
lysinphosphorylierten Peptiden war aufgrund des erheblichen Neutralverlustes und/ oder dem Fehlen 
diagnostischer Fragmentionen erschwert. Bemerkenswerterweise bestand eine erhebliche Diskrepanz 
zwischen der Anzahl an annotierten Phosphorylierungsstellen mit einer ptmRS Positionswahrschein-
lichkeit von >99% und der Anzahl an korrekt lokalisierten Positionen (vgl. Tabelle 2). Dies unter-
streicht nochmals, dass die inhärente Labilität der Modifikationen zu einer signifikanten Anzahl an 
falsch zugeordneten Phosphorylierungsstellen während der datenbankgestützten Suche führen kann, 
für die zweifelfreie Erkennung eine manuelle Verifizierung angezeigt ist und die HCD-Spektren dafür 
nur eine unbefriedigende Datengrundlage bieten.                 
 
 
3.2.4 Optimierung der EThcD-Bedingungen 
Da die Zykluszeit eine entscheidende Rolle in phosphoproteomischen Studien spielt, wurde der Ein-
fluss der ETD-Reaktionszeit auf die Spektrenqualität untersucht. In diesem Fall wurde die zusätzliche 
Aktivierung von 30% beibehalten und ausschließlich die Reaktionszeit variiert. Lange Reaktionszeiten 
verschieben das Verhältnis zwischen Precursor- und ladunsgreduziertem Precursor in Richtung des 
nicht-dissoziativen ETnoD-Produktes. Daraus resultierte, dass kurze Reaktionszeiten hochabundante 
Precursorionen generierten, welche durch die zusätzliche HCD-Fragmentierung zu b- und y-Fragment-
ionen hoher Intensität führten. Dies sei mit Hilfe EThcD MS/MS-Spektrums des argininphosphorylier-
ten Peptides pArg5 gezeigt (vgl. Abbildung 39). 
 




                     
                     
Abbildung 39: Durchschnittliche relative Abundanzen (%) der b-, c-, y- und z Fragmentionen des Peptides 
pArg5 bei einer zusätzlich Aktivierung von 30% und unter schiedlichen Reaktionszeiten.  
Mit steigender Reaktionszeit nimmt der Anteil an Precursorionen ab. Infolgedessen die relativen Intensitäten von 
b- und y-Ionen sinken.  
 
Interessanterweise wurden die relativen Häufigkeiten der c- und z-Ionen kaum von den unterschiedli-
chen ETD-Reaktionszeiten beeinflusst. Diese Tendenz legte Nahe, dass auch kürzere Reaktionszeiten 
als 100 ms zu vergleichbaren Ergebnissen führen würden und sich somit die Zykluszeit effektiv ver-
kürzen ließe. Die globale, bioinformatisch gestützte Analyse zeigte jedoch, dass sich zwar für einen 
überwiegenden Teil der Peptide der Sequest Xcorr Score erhöhte, andere Peptide jedoch gar nicht 
identifiziert werden konnten und daher die Identifizierungsrate sank. Auf der anderen Seite zog auch 
die Verlängerung der Reaktionszeit auf bis zu 150 ms keine signifikante Verbesserung der Identifizie-
rungsrate oder des Sequest Xcorr Scores nach sich, sodass auf diesen zusätzlichen Zeitaufwand ver-
zichtet werden konnte (vgl. Abbildung 40b).  
Allgemein war der Einfluss der Reaktionszeit auf die Identifizierungsrate und den Sequest Xcorr Score 
geringer als die Auswirkungen der zusätzlichen Aktivierungsenergie, sodass Reaktionszeiten zwischen 
75 ms und 125 ms eine zuverlässige Fragmentierung doppelt geladener Precursorionen ermöglichten. 
Diese Beobachtung unterstreicht nochmals die hinreichende Robustheit von EThcD. Herauszustellen 
ist, dass bei der Beurteilung eines EThcD-Spektrums zu allererst das Verhältnis zwischen c-/z- und 
b-/y-Ionenpaaren zu berücksichtigen ist. Sollte das Spektrum von b- und y-Ionen dominiert sein und 
die essentiellen c-/z-Ionen in geringen Abundanzen vorliegen oder gar fehlen, so kann dies in einer zu 
kurzen Reaktionszeit oder einer nicht ausreichenden Menge an zur Verfügungen stehenden Flouran-




thenradikalen für den ETD-Prozess begründet liegen. In der Regel ist die EThcD-Fragmentierung we-
niger empfindlich als HCD. Dies äußert sich darin, dass mindestens fünfmal mehr Ionen 
(AGC-Targetwert: 5e4 gegenüber 1e4) gesammelt werden müssen, um ein datenreiches Spektrum zu 
generieren. Eine Reduktion des Targetwertes könnte zu einer substanziellen Verkürzung der Injekti-
ons- und Zykluszeiten führen. Vor diesem Hintergrund wurden EThcDMS/MS-Spektren mit einer 
ETD-Reaktionszeit von 100 ms, einer zusätzlichen Aktivierung von 30% und verschiedenen AGC-
Targetwerten aufgezeichnet. Abbildung 40c ist zu entnehmen, dass bereits eine Reduktion des Targe-
twertes um 20% zu einer Halbierung der zugeordneten MS/MS-Spektren führte. Eine Verdoppelung 
des Targetwertes erhöhte auch den Sequest Xcorr Score und die Identifizierungsrate auf nahezu 70%. 
Dies hatte jedoch keine Auswirkungen auf die Anzahl der korrekt bestimmten Phosphorylierungsstel-
len. Bedenkt man, dass die Höhe des Targetwertes in direktem Zusammenhang mit der Länge Injekti-
onszeit steht, so würde ein Targetwert von 1e5 die Zykluszeit nur unnötig verlängern ohne einen signi-
fikanten Informationsgewinn zu bieten. Ist jedoch die Anzahl an generierten EThcD MS/MS-Spektren, 
wie z.B. in einem Targeted-Approach, begrenzt oder gilt es erheblich größere Moleküle zu analysie-
ren, so können Targetwerte in dieser Größenordnung durchaus sinnvoll sein.  
 
 
Abbildung 40: Durchschnittlicher Sequest Xcorr Score der identifizierten Peptide und Identifizierungsraten (ID-
Rate) in Abhängigkeit der EThcD-Bedingungen. 
 (a) Die ETD-Reaktionszeit (ladungsabhängige ETD-Reaktionszeit, ca. 100 ms) wurde konstant gehalten und die 
zusätzliche Aktivierungsenergie (NCE) variiert. (b) EThcD-Fragmentierung wurde mit einer zusätzlichen 
Aktivierung von 30% und unterschiedlichen ETD-Reaktionszeiten durchgeführt. (c) EThcD-Spektren generiert 








3.2.5 Fragmentionenserien während EThcD 
Bislang ist das Auftreten von b/c- und y/z-Ionenpaaren während der EThcD-Fragmentierung doku-
mentiert.238 Diese sogenannten „goldenen Dublette“ erhöhen die Zuverlässigkeit eine Phosphorylie-
rungsstelle zu identifizieren. Zusätzlich zu diesen Fragmenten konnten für verschiedene Precursorio-
nen a- und x-Fragmentionen detektiert werden. Ihre relative Abundanz reicht zwar nicht an die der 
zuvor beschriebenen Fragmente heran, dennoch sind sie durchaus dazu geeignet eine Phosphorylie-
rungsstelle zu validieren. Exemplarisch dafür ist in Abbildung 41 das EThcD MS/MS-Spektrum des 
Peptides pLys5 dargestellt. Es zeigt eine beinahe lückenlose Serie von a-Ionen, inklusive der diagnos-
tischen Fragmente a2 und a3. In Kombination mit den Fragmentionen b3 und c3 bildet dies ein „golde-
nes Triplett“. Da das Spektrum zusätzlich die Fragmente y7 und z7 aufweist, verfügt es über fünf diag-
nostische Bruchstücke zur Bestimmung der Phosphorylierungsstelle. Demnach ist das dargestellte 
Spektrum meiner Kenntnis nach das erste, welches die Lokalisierung einer Phosphorylierungsstelle 




Abbildung 41: ETHCD-Spektrum und Spaltungsmuster des Peptides pLys5.  
Das Spektrum weist fünf verschiedene Ionenserien, inklusive der diagnostischen Fragmentionen a3, b3, c3, y7 und 
z7 auf. Die Anzahl der Haken repräsentieren die verschiedenen n- bzw. c-terminal identifizierten Fragmentionen. 
 
Nachdem ausführlich dokumentiert wurde, dass EThcD datenreiche Spektren generiert, welche ein 
sicheres Fundament für die Beurteilung von labilen Peptidmodifikationen sind, werden in dem folgen-
den Abschnitt die gewonnenen Erkenntnisse zur Charakterisierung von labilen Modifikationen in Pro-
teinen angewandt. Die zweifelsfreie Lokalisierung und Charakterisierung muss sich dabei nicht 
zwangsläufig auf endogene Modifikationen beschränken, auch die Begutachtung synthetisch einge-
führter Modifikationen soll von Relevanz sein. 




3.3 Charakterisierung von Proteinmodifikationen 
Um die biologische Funktion einer PTM an einer bestimmten Position innerhalb eines Proteins unter-
suchen zu können, besteht ein großes Interesse daran Synthesestrategien zu entwickeln, die einen se-
lektiven Einbau dieser Modifikation ermöglichen. Mit diesen Ansätzen ist es unter anderem möglich, 
PTM-bedingte strukturelle Veränderungen von Proteinen sowie deren Einfluss auf Protein-Protein-
Interaktionen zu untersuchen. Vor diesem Hintergrund wurden in den Arbeitsgruppen von Prof. Fied-
ler und Prof. Hackenberger durch Dr. Marmelstein und Dr. Bhowmick verschiedene Synthesestrate-
gien entwickelt, welche im Anschluss massenspektrometrisch charakterisiert wurden. 
Neben der Analyse endogener Proteinmodifikationen sind auch artifizielle, d.h. synthetische einge-
führte Modifikationen von Bedeutung. Als Beispiele sind die Installation von stabilen PTM-Analoga 
oder die Synthese sogenannter Antikörperwirkstoffkonjugate (ADC), wie sie durch Herrn Kasper im 
Labor von Prof. Hackenberger vorangetrieben wurden, aufzuführen. Hauptaugenmerk bei den Reakti-
onen gilt der Selektivität und der Ausbeute. 
Verschiedene HPLC-MS-Verfahren sind ideale Werkzeuge um diese Kriterien zu überwachen und 
möglich Nebenreaktionen zu charakterisieren. Im ersten Schritt wird dazu in aller Regel das Protein in 
seiner intakten Form analysiert. Diese Analyse wird dazu genutzt, um den Umsatz der Reaktion abzu-
schätzen. Außerdem vermittelt sie meist einen ersten Eindruck über die Selektivität der Synthese. Im 
zweiten Schritt wird das Protein in einem bottom-up-Ansatz charakterisiert. Dieser liefert detailliertere 
Informationen über die Selektivität der Reaktion und erlaubt es, Nebenprodukte genau zu bestimmen. 
Im Folgenden werden die wichtigsten Aspekte beider Ansätze und den dazu im Zuge dieser Arbeit 
entwickelten Methoden diskutiert und anhand von drei Applikationsbeispielen deren Leistungsfähig-
keit demonstriert.        
 
 
3.3.1 HPLC-MS-Methode zur Charakterisierung intakter Proteine 
Für die Analyse intakter Proteine wurde ein microLC-MS-Ansatz gewählt. Als Trennsäule kam eine 
wide-pore C4-Säule zum Einsatz. Nach kurzer chromatographischer Trennung erfolgte die Ionisierung 
der Proteine mit Hilfe einer für diese Flussraten geeigneten Ionenquelle. Die Optimierung der ver-
schiedenen Gasströme (Sheath, Aux & Sweep Gas) und insbesondere deren Erwärmung führten zu 
einer Steigerung der Empfindlichkeit des Systems. Zusätzlich wurde die Empfindlichkeit durch Erhö-
hung der Ionentransferkapillartemperatur verbessert.  
Während sich Proteine mit einer molaren Masse von 10 kDa bis 15 kDa noch sinnvoll mit den her-
kömmlichen Druckverhältnissen in der Orbitrapzelle bestimmen lassen, empfiehlt es sich für größere 
Proteine in den Intaktproteinmodus zu wechseln. Dies hat zur Folge, dass der Druck in der Orbitrap-
zelle von 2,5 x 10-10 auf 1,4 x 10-10 Torr reduziert wird. Für die Analyse großer Moleküle ist dies von 




Vorteil, da sich somit die freie Weglänge vergrößert und Kollisionen mit Gasmolekülen reduziert wer-
den. Gleichzeitig verschlechtern sich jedoch die Trappingeigenschaften in der C-Trap, weil auch der 
Gasdruck für das Trapping reduziert wird.  
Theoretisch lassen sich mit der HF-Orbitrapzelle Auflösungen von bis zu 500.000 bei 
m/z 200 erzielen. Praktisch lässt sich dies bei der Messung von Proteinen jedoch nicht realisieren, da 
eine Verdopplung der Auflösung stets mit einer Verdopplung der Messzeit einhergeht und sich der 
Intensitätsabfall bei der Erfassung großer Moleküle nicht über mehrere 100 ms verfolgen lässt. Die 
Bestimmung der Massen intakter Proteine erfolgte daher in der niedrigsten Auflösung (R=15.000). Die 
damit erzeugten MS-Spektren sind zwar nicht isotopenaufgelöst, anhand der Ladungsserien lassen sich 
jedoch deconvolierte Spektren mit einer ausreichenden Massengenauigkeit ≤50 ppm ableiten. Des 
Weiteren wurden für die Messung der m/z-Bereich auf 500-3000 erweitert und um das Signal-zu-
Rauschverhältnis zu verbessern 10 Microscans für einen Scan akkumuliert.  
Parallel zu diesen Entwicklungen wurde eine HPLC-MS-Methode zur Analyse von Proteinen auf ei-
nem Q-TOF-basierten System (Xevo™ G2-XS, Waters) etabliert. Nach der Optimierung der Quellen-
parameter wurden die Daten im sensitiven Modus bei einer Auflösung von R=20.000 und unter Be-
rücksichtigung einer Lockmasse (m/z 556,2771, Leucinenkephalin)  aufgezeichnet. Vergleichsmes-
sungen zeigten, dass das Gerät über eine höhere Empfindlichkeit verfügte. Darüber hinaus wurden für 
die deconvolierten Spektren höhere Massengenauigkeiten von ca. 10 und maximal 20 ppm Abwei-
chung erzielt. Die Anlage lässt sich ohne apparative Veränderungen nutzen, sodass alle weiteren Stu-
dien mit diesem Gerät erfolgten. 
 
 
3.3.2 Bottom-up-Ansatz zur Charakterisierung von Proteinmodifikationen 
Das MS1-Spektrum eines intakten Proteins liefert erste Informationen über die Art und Anzahl von 
Modifikationen, die an diesem gebunden sind. Die Lage der Modifikationen innerhalb des Proteins 
lässt daraus jedoch nicht ableiten, sodass die wichtigste Information über eine positionsspezifische 
Reaktion vorenthalten bleibt. Erkenntnisse darüber gewinnt man in einem bottom-up-Ansatz. Dazu 
werden die Proteine nach der Synthese allgemein in einem In-Gelverdau oder Lösungsverdau hydroly-
siert und die gewonnenen Peptide mittels nanoLC-MS/MS analysiert. Oberstes Ziel dieser Methodik 
ist es, eine hohe Sequenzabdeckung zu erzielen, d.h. dass man möglichst alle entstandenen Peptide 
und deren Modifikationen identifiziert. In der Praxis ist dies äußerst selten der Fall. Faktoren welche 
die Sequenzabdeckungen beeinflussen sind unter anderem die Primärstruktur des Proteins oder die 
eingesetzte Protease. Außerdem schwanken das chromatographische Verhalten, die Ionisierungsfähig-
keit und das Fragmentierungsverhalten der Peptide. 
Die zu erwartende Komplexität des Proteingemisches ist in einem solchen Ansatz gering im Vergleich 
zu einer proteomischen Studie. Daher reichen kurze Gradienten (40-60 min Trennzeit) aus, um eine 




ausreichende Trennung des Peptidgemisches zu erreichen. Um möglichst viele Peptide zu erfassen, 
werden kurze dynamische Ausschlusszeiten (30-40 s) gewählt. Diese ermöglichen es auch Position-
sisomere modifizierter Peptide zu unterscheiden. Zusätzlich wird die Qualität der Daten durch relativ 
lange Injektionszeiten, hohe AGC-Targetwerte und eine hochaufgelöste Detektion auf MS1 sowie 
MS2-Ebene erhöht.  
In den vorangegangenen Kapiteln wurden die Vorzüge der EThcD-Fragmentierung bei der Identifizie-
rung von labilen Modifikationen herausgestellt, sodass dies auch die Methode der Wahl bei der Cha-
rakterisierung der Proteine ist. Zusätzlich lässt sich noch die HCD-Fragmentierung in die datenabhän-
gige Aufzeichnung einbinden, sodass man zum Teil komplementäre Informationen über ein Peptid 
erhält. Beide Techniken werden alternierend eingesetzt, wobei EThcD die höhere Priorität genießt.  
Die erzeugten Daten werden anschließend mit verschiedenen Suchmaschinen untersucht. Zu beachten 
ist hierbei, dass alle potentiellen Nebenreaktion abdeckt sind.   
 
 
3.3.3 Charakterisierung einer pyrophosphorylierten Myoglobinmutante 
Für die positionsspezifische Einführung einer Pyrophosphorylierung auf Proteinebene wurde von 
Marmelstein et al. eine Syntheseroute entwickelt.275 Diese beinhaltete eine zuvor positionsspezifisch 
eingeführte Phosphorylierung zu pyrophosphorylieren. Als Modelprotein wurde das Myoglobin des 
Pottwals (Physeter catodon) gewählt an dessen Position Asp-127 über ein amber codon suppression 
system eine Serinphosphorylierung eingeführt wurde.276 Diese Myo-D127pS-Mutante wurde im An-
schluss mit verschiedenen Phosphorimidazoliden umgesetzt und die installierte Serinphosphorylierung 
kovalent mit einem weiteren Phosphatrest modifiziert (vgl. Abbildung 42).  
 
 
Abbildung 42: Pyrophosphorylierung von Myo-D127pS.  
Die phosphorylierte Myoglobinmutante wird mit einem Phosphorimidazolid umgesetzt und die geschützte 
Proteinpyrophosphorylierung erhalten. 
 
Das Reaktionsprodukt, eine geschützte Proteinpyrophosphorylierung, ließ sich mittels HPLC-MS cha-
rakterisieren. Nach der Dekonvolution erhielt man ein Signal mit einer Masse von 18576,2 Da, wel-
cher nur ca. 1 Da von der theoretischen Masse abweicht. Darüber hinaus fanden sich weitere Signale 








Abbildung 43: HPLC-MS Analyse der intakten pyrophosphorylierten Myoglobinmutante. 
Das MS1 Spektrum des intakten Proteins zeigt drei verschiedene Ladungsserien, welche nach der Dekonvolution 
als die korrekte Masse (M=18576) und zwei verschiedener Nebenprodukte mit Massendifferenzen von ca. 
170 Da identifiziert werden.   
 
Zur Beurteilung der Selektivität der Reaktion wurde ein bottom-up-Ansatz durchgeführt. Dazu wurde 
die photospaltbare Schutzgruppe durch Einstrahlung von Licht abgespalten. Das freigesetzte pyro-
phosphorylierte Protein wurde danach alkyliert, mit Trypsin verdaut und mittels nanoLC-MS/MS ana-
lysiert (vgl. Abbildung 44a).  
Mit diesem Ansatz ließ sich eine adäquate Sequenzabdeckung erzielen, die korrekte Pyrophosphory-
lierung eindeutig nachweisen und Nebenreaktionen präzise eingrenzen (vgl. Abbildung 44b). So konn-
te gezeigt werden, dass auch weitere nukleophile Seitenketten wie Histidin, Lysin, Serin und Threonin 
während der Reaktion zu einem geringen Anteil phosphoryliert werden. Zusätzliche Pyrophosphory-
lierungen wurden nicht erkannt. Hervorzuheben ist, dass in drei Fällen eine labile Phosphorylierung in 
direkter Nachbarschaft zu einer Serin oder Threoninphosphorylierung nachgewiesen wurde. Dies un-
termauert noch einmal die herausragenden Eigenschaften der EThcD-Fragmentierung, die eine lücken-
lose Sequenzabdeckung unter Erhalt labiler Modifikationen ermöglicht. Die dazugehörigen PSMs sind 
dem Anhang zu entnehmen. Außerdem sind für die Unterscheidung der zum Teil isobaren Phos-
phopeptide eine gute chromatographische Trennung und kurze dynamische Ausschlusszeiten nötig.  
 









Abbildung 44: Charakterisierung der Reaktionsprodukte mittels bottom-up-Ansatz.  
(a) Nach selektiver Pyrophosphorylierung der Myoglobinmutante Myo-D127pS, anschließender Entschützung 
mittels Bestrahlung erhält man Myo-D127ppS, welches mit Trypsin hydrolysiert wird. (b) Ermittelte Sequenz-
abdeckung: Die grün unterlegten Sequenzabschnitte repräsentieren identifizierte Abschnitte des Proteins. Rot 
hervorgehobene Aminosäuren stellen Nebenreaktionen dar. Gelb markierte Methioninreste sind oxidiert. Die 
korrekte Pyrophosphorylierungsstelle an Position Ser-127 wurde Blau hervorgehoben und die relevante Pep-
tidsequenz unterstrichen.  
    
Die langen Injektionszeiten und hohen Targetwerte der bottom-up-Proteomik Methode ermöglichten 
es, informative Fragmentionenspektren zu erzeugen. Das Peptid, welches die gewünschte Pyrophos-
phorylierungsstelle an Position Ser-127 trägt, wurde als dreifach geladenes Precursorion fragmentiert. 
Das entsprechende Fragmentionenspektrum deckt die Sequenz des Peptides lückenlos ab und weist die 
Pyrophosphorylierung anhand von drei verschiedenen Ionenserien nach. Bemerkenswert ist, dass ne-
ben den üblichen b-, c-, y- und z-Ionen auch a- und x-Fragmentionen in dem Spektrum enthalten sind 









Abbildung 45: Nachweis der positionsspezifischen Pyrophophosphorylierung von Myo-D127ppS.  
Das aus dem bottom-up-Ansatz stammende Peptid HPGDFGAppSAQGAMNK ist nach der ESI dreifach positiv 
geladen. Das entsprechende ETHCD-Spektrum weist eine lückenlose Sequenzabdeckung auf. Die Pyrophospho-
rylierungsstelle wird anhand der diagnostischen Fragmente c8, y8 und z8 zweifelsfrei lokalisiert. Neben den übli-
chen b-, c-, y- und z-Ionen treten auch a- und x-Ionen auf. 
 
 
3.3.4 Charakterisierung einer cysteinphosphorylierten Angiogeninmutante  
Nach der erfolgreichen chemoselektiven Synthese von Cysteinphosphorylierungen auf Peptidebene 
wurde im Labor von Prof. Hackenberger dazu übergegangen, diese labile Modifikation auf Protein-
ebene zu installieren.61 Als Modelprotein wurde von Dr. Bhownick eine Mutante des Angiogenins 
(ANG), an dessen Position Ser-87 ein Cysteinrest eingebaut wurde, verwendet.277 Neben den zahlrei-
chen weiteren Funktionalitäten auf dem Protein bestand die besondere Herausforderung darin, selektiv 
die Position Cys-87 zu phosphorylieren ohne einen der weiteren sechs Cysteinreste zu modifizieren. 
Als erstes wurde dazu das freie Thiol des Cysteins mit Ellman`s Reagenz unter Bildung eines elektro-
philen Disulfides umgesetzt. Dieses aktivierte Ellman`s-disulfid wurde von nukleophilen Phosphiten 
unter Erhalt der entsprechenden Phosphothiolatester angegriffen. Als letztes werden die photolabilen 
Phosphodiester durch Bestrahlung mit UV-Licht abgespalten und die native Cysteinphosphorylierung 
freigesetzt (vgl. Abbildung 46).  
 





Abbildung 46: Positionsspezische Synthese von Cysteinphosphorylierungen. 
Das freie Thiol wird mittels Ellman`s Reagenz aktiviert. Das gebildete elektronenarme Disulfid wird mit nukleo-
philen Phosphaten unter Bildung von Phosphothiolatestern umgesetzt. Die native Cysteinphosphorylierung wird 
durch Abspaltung der Diester mit UV-Licht erhalten.  
 
In Abbildung 47 ist das dazugehörige dekonvolierte Spektrum, des Syntheseansatzes, dargestellt. Die-
ses zeigt das unmodifizierte Protein (M=14283) mit einer relativen Abundanz von ca. 45%. Der Ba-
sispeak des Spektrums weist eine Massendifferenz von +80 Da auf. Dies entspricht exakt der Masse 
einer Phosphorylierung. An welcher Position diese zusätzliche Modifikation angeheftet wurde, lässt 
sich daraus jedoch nicht ableiten. Ein weiteres Signal, welches eine Massendifferenz von 160 Da auf-
wies, wurde nicht erfasst, sodass Mehrfachphosphorylierungen, die ein Hinweis auf Nebenreaktionen 
wären, ausgeschlossen werden konnten.  
 
 
Abbildung 47: Dekonvoliertes Spektrum eines Syntheseansatzes zur positionsspezifischen Cysteinphosphory-
lierung einer Angiogeninmutante.  
Hervorgehoben sind die unmodifizierte Mutante und die einfach phosphorylierte Spezies. Weiterführende 
Studien belegten die korrekte Modifizierung am Cysteinrest. 
 




Darüber hinaus wurde ein Peak mit einer relativen Abundanz von ca. 55% und einer Masse von 
14589 Da bestimmt, welche möglicherweise ein Glutathionaddukt darstellt. Dies gilt es bei der Be-
stimmung der Ausbeute zu Berücksichtigen.  
Nach den vielversprechenden Ergebnissen der Intaktproteinanalyse wurde dazu übergegangen das 
Protein mittels bottom-up-Proteomik zu untersuchen. Wie bereits in Kapitel 3.1.3 ausführlich disku-
tiert, ist die EThcD-Fragmentierung prädestiniert für die Identifizierung von labilen Cysteinphospho-
rylierungen, eine Eigenschaft, die bei dieser Fragestellung besonders zum Tragen kam. Galt es doch zu 
klären, ob möglicherweise weitere Cysteinreste unspezifisch modifiziert wurden. Der Abbildung 48 ist 
zu entnehmen, dass eine akzeptable Sequenzabdeckung von über 80% erzielt und fünf der sechs weite-




Abbildung 48: Charakterisierung der Reaktionsprodukte nach selektiver Cysteinphosphorylierung der 
Agiogeninmutante Ang-S87C mittels bottom-up-Ansatz.  
Ermittelte Sequenzabdeckung: Die grün unterlegten Sequenzabschnitte repräsentieren identifizierte Abschnitte 
des Proteins. Rot hervorgehoben ist die Tyrosinsulfatierung. Gelb markierte Methioninreste sind oxidiert. Rosa 
gekennzeichnete Cysteinreste sind cam-modifiziert. Die korrekte Cysteinphosphorylierungsstelle an Position 
C87 wurde Blau hervorgehoben und die relevante Peptidsequenz unterstrichen.     
 
Keiner dieser Reste trug eine Cysteinphosphorylierung. Im Gegenteil, die im Zuge der Probenvorbe-
reitung erfolgende Alkylierung von Cysteinresten mit Iodacetamid, konnte mehrheitlich nachgewiesen 
werden. Um andere Nebenreaktionen auszuschließen wurden weitere Aminosäurereste in die daten-
bankgestützte Suche aufgenommen. Dies führte zur Identifizierung einer angeblichen Tyrosinphos-
phorylierung an Position Tyr-25. Dieses Ergebnis war zu Beginn nicht schlüssig da keine weiteren 
hydroxylfunktiontragenden Aminosäuren modifiziert waren. Eine genauere Betrachtung der Massen-
genauigkeit zeigte allerdings, dass das Precursorion (m/z 720,7631) des dazugehörigen Peptides eine 
relativ hohe Massenabweichung von ungefähr -6,5 ppm aufwies, unter Verwendung der EASY-IC-
Funktion werden jedoch Massengenauigkeiten ≤2 ppm erreicht. Zusätzlich hatte der überwiegende 
Teil der während dieser Messung identifizierten Peptide eine Massenabweichung ≤1 ppm, sodass 
möglicherweise eine andere Modifikation an dem Tyrosin gebunden war. Aufgrund der etwas niedri-
geren Masse der Sulfatierung (M=79,9568) gegenüber der Phosphorylierung (M=79,9663) wurde das 
entsprechende m/z-Verhältnis (m/z 720,7632) berechnet. Daraus ergab sich eine Massendifferenz von 
0,1 ppm, sodass abschließend von einer Tyrosinsulfatierung, einer endogenen PTM, ausgegangen 
wurde.278 Die ursprünglich falschpositive Zuordnung ergab sich aus dem in der Datenbanksuche zuge-
lassenen Massenfehler von ±10 ppm für Precursorionen. Aufgrund der hohen Massengenauigkeit mo-




derner Massenspektrometer ist an dieser Stelle der Einsatz geringerer Differenzen von 5-6 ppm geeig-
neter. Da die Sulfatierung ebenfalls einen Massenshift von 80 Da auf Proteinebene hervorruft, muss 
dies bei der Beurteilung der Ausbeute berücksichtigt werden.  
Unabhängig davon konnte die Phosphorylierung der Angiogeninmutante an Position Cys-87 bestätigt 
werden. Die entsprechende Peptidsequenz stellt eine besondere Herausforderung für die Tandemmas-
senspektrometrie dar. Sie beinhaltet drei Prolinreste, welche sich in unmittelbarer Nachbarschaft zuei-
nander befinden. Bindungsbrüche derartiger Sequenzabschnitte treten nur äußerst selten während ETD 
auf. Mit Hilfe der zusätzlichen HCD-Aktivierung gelang es jedoch, die entsprechenden Ionen der y-
Serie zu detektieren. Für die zweifelsfreie Lokalisierung der Cysteinphosphorylierung relevante Frag-
mente stellen die unmodifizierten Fragment b2 und c4, welche eine Phosphorylierung des Histidins an 
Position 2 ausschließen, sowie die Phosphorylierung tragenden Fragmente c6 und c7 dar. Phosphorylie-
rungen des Tyrosins am C-Terminus des Peptides und des Iodacetamid-modifizierten Cysteins an Po-
sition 10 können anhand der Fragmente z4, y5, y6 und z7 ausgeschlossen werden (vgl. Abbildung 49). 
 
 
Abbildung 49: Nachweis der positionsspezifischen Cysteinphosphorylierung von Ang-S87pC.  
Das aus dem bottom-up-Ansatz stammende Peptid LHGGpCPWPPcamCQYR ist nach der Elektrospray-
ionisation dreifach positiv geladen. Das entsprechende ETHCD-Spektrum weist eine ausreichende 








3.3.5 Charakterisierung von Antikörper-Wirkstoff-Konjugaten 
Antikörper-Wirkstoff-Konjugate stellen eine vielversprechende Klasse von Biopharmazeutika zur 
Behandlung verschiedener Krebsformen dar. Sie bestehen aus einem Antikörper an den über einen 
Linker ein Wirkstoff (meist ein Toxin) gebunden ist. Der Antikörper ist in der Lage spezifisch an ein 
Antigen, welches sich nur auf der Oberfläche der Zielzelle befindet, zu binden, sodass der Wirkstoff 
mit hoher Spezifität die erkrankte Zelle erreicht.279-281 Nach diesem Prinzip lässt sich die Effizienz 
eines Wirkstoffes steigern und mögliche Nebenwirkungen minimieren. Eine besondere Schwierigkeit 
bei der Entwicklung und Synthese von ADCs stellt die zuverlässige und selektive Anbindung des To-
xins an den Antikörper dar.282 Aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften und ihrer relativ geringen 
natürlichen Häufigkeit innerhalb des Proteins werden gezielt Cysteinreste für die Modifikation heran-
gezogen. Somit lassen sich ideale Verhältnisse zwischen Wirkstoff und Antikörper (DAR) erzeugen.  
Für die selektive Anbindung wurde von Kasper et al. eine Reaktionskaskade entwickelt. Im ersten 
Schritt werden dazu in einer chemoselektiven Staudinger-Phosphonitreaktion elektronenreiche Akin-
phosphonite mit Aziden zu elektronenarmen Alkinphosphonamidaten zur Reaktion gebracht. Die er-
zeugten Phosphonamidate weisen eine hohe Selektivität gegenüber Thiolgruppen auf und lassen sich 
in wässrigen Systemen zu relativ stabilen Cysteinphosphoamidaten umsetzen. Dieser Ansatz wurde 
dazu genutzt um an den Antikörper Trastuzumab, dessen Interketten-Disulfidbrücken zuvor reduziert 
worden waren, über einen Cathepsin B-spaltbaren Linker ein Toxin zu binden. Die Struktur der Modi-
fikation (M=1372,6 Da) ist in Abbildung 50 dargestellt. Zur Vereinfachung wird diese im Folgenden 
schematisch Dargestellt. 
 
Abbildung 50: Schematische Darstellung der Struktur des alkinphosphonamidatbasierten ADCs. 
Der Antikörper Trastuzumab wurde mit Hilfe eines Phosphonamidates über den Cathepsin B-spaltbaren Dipep-
tidlinker Val-Cit (VC) mit dem antimitotischen Wirkstoff Monomethylauristatin-F (MMAF) verknüpft.   
 
Nach der chemoselektiven Modifizierung von Trastuzumab wurde das Produkt mittels LC-MS analy-
siert. Zur Vereinfachung der Spektren wurden zu Beginn die auf dem Antikörper befindlichen Zucker-
reste mit Hilfe des Enzyms PNGase-F abgespalten. Das dazugehörige Chromatogramm weist drei we-
sentliche Peaks auf (vgl. Abbildung 51a). Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da mit der 
leichten Kette (Peak 1) und der schweren Kette (Peak 3) des Antikörpers sowie dem Enzym PNGase-F 




(Peak 2) drei Hauptproteinkomponenten in dem Reaktionsgemisch enthalten waren. Bei genauerer 
Betrachtung erkennt man bereits, dass sich die Peaks 1 und 3 aufsplitten oder Schultern aufweisen und 
somit ein Gemisch aus verschiedenen Modifizierungsvarianten andeuten. Um möglichst alle in dem 
Produktgemisch enthaltenen Untereinheiten und deren Modifizierungen sicher unterscheiden zu kön-
nen, wurden für die Dekonvolution einzelne kurze Intervalle des Chromatogramms von maximal 20 s 
Länge integriert. Die somit erzeugten MS1 Übersichtsspektren wiesen eine geringere Komplexität auf 
und beinhalteten wenige Ladungsserien. In Abbildung 51 sei dies an einem konkreten Beispiel de-
monstriert. Integriert man die zweite Peakhälfte des Peaks 3 so erhält man ein Übersichtsspektrum, 
welches von einer Ladungsserie dominiert wird. Nach der Dekonvolution wird damit eine Masse von 
53235 Da ermittelt. Da die unmodifizierte schwere Kette (SK) von Trastuzumab eine Masse von ca. 
49118 Da  hat, lässt sich daraus ableiten, dass diese dreifach modifiziert vorliegt.   
 
 
Abbildung 51: Identifizierung von Antikörper-Wirkstoff-Konjugatuntereinheiten mittels HPLC-MS.  
(a) TIC der HPLC-MS Analyse. Das Chromatogramm zeigt drei Hauptkomponenten (1=leichte Kette, 
2=PNGase-F & 3=schwere Kette), die sich in weitere Varianten untergliedern. Der für die Erzeugung des MS1 
Spektrums genutzte Bereich ist rot hervorgehoben. (b) MS1 Übersichtsspektrum, das geprägt ist von einer La-
dungsserie. (c) Dekonvoliertes Spektrum, welches sich der dreifach modifizierten schweren Kette zuordnen lässt.  




Mit dieser Herangehensweise wurden weitere Konjugatuntereinheiten und deren Modifizierungen 
identifiziert. So konnte gezeigt werden, dass die leichte Kette (LK) maximal eine Modifizierung erfuhr 
und die schwere Kette des Antikörpers einfach, zweifach und dreifach modifiziert wurde. Diese Be-
obachtung ist von besonderem Interesse, da Trastuzumab über zwei Interketten-Disulfidbrücken zwi-
schen den schweren Ketten, einer Disulfidbrücke zwischen der leichten und der schweren Kette und 
acht Intraketten-disulfidbrücken verfügt. Das Ergebnis legt nahe, dass der Antikörper während der 
Synthese ausschließlich an den Cysteinen der Interketten-Disulfidbrücken der leichten und der schwe-
ren Kette modifiziert wird und die Intraketten-Disulfidbrücken intakt bleiben. Abschließend lässt sich 
dies jedoch nur anhand der bottom-up-Proteomik klären.  
Um das DAR, ein wichtiges Kriterium bei der Charakterisierung eines Antikörperwirkstoffkonjugates, 
zu bestimmen, wurden alle Signale des Chromatogramms gleichzeitig integriert (vgl. Abbildung 52).  
 
 
Abbildung 52: Bestimmung des Antikörper-Wirkstoff-Verhältnisses (DAR).  
(a) MS1 Übersichtspektrum aller enthaltenen Proteine. (b) TIC der HPLC-MS Analyse. Der für die Erzeugung 
des MS1 Spektrums genutzte Bereich ist rot hervorgehoben. (c) Dekonvoliertes Spektrum mit den Antikörperun-
tereinheiten (LK & SK) und deren Modifikationen. Aus den relativen Abundanzen lassen sich Verhältnisse zwi-
schen Wirkstoff und Untereinheit ableiten. Diese bilden die Basis für die Berechnung des DARs. 




Das daraus resultierende MS1-Spektrum zeigt erwartungsgemäß diverse sich überlappende Ionenserien 
der verschiedenen Proteine und deren Modifikationen. Bemerkenswerterweise ergab die Dekonvoluti-
on dieses komplexen Spektrums dennoch ein sinnvolles Ergebnis. So wurde deutlich, dass ca. ein 
Fünftel der leichten Kette einfach modifiziert ist, während die schwere Kette im Mittel zwei Modifika-
tionen trägt, wobei die dreifache Modifizierung der häufigste Zustand darstellte. Anhand dieser Daten 
wurde abschließend für diesen Syntheseansatz ein DAR von ca. 4,6 ermittelt.  
Die relativen Abundanzen des dekonvolierten MS1-Spektrums waren bereits ein Indiz für eine relativ 
hohe Selektivität der Reaktion. Bei einer unselektiven Reaktion würde man eine größere Anzahl an 
addierten Resten erwarten, wobei die relative Häufigkeit mit steigender Anzahl an Modifikationen 
sinkt. In diesem Fall umfasst die Verteilung jedoch eine Modifizierung pro leichter Kette und maximal 
drei pro schwerer Kette. Obwohl zahlreiche weitere Funktionalitäten auf beiden Untereinheiten zur 
Verfügung stehen, konzentriert sich die Modifizierung mit dem sterisch anspruchsvollen Rest auf ei-
nige wenige Positionen, diese galt es mittels bottom-up-Proteomik zu identifizieren.   
Um die Selektivität der Reaktion zu demonstrieren, wurde ein weiteres Alkinphosphonamidat mit 
Trastuzumab umgesetzt und der Antikörper verdaut. Die Charakterisierung des modifizierten Antikör-
pers bestätigte und präzisierte die Ergebnisse der Intaktproteinanalyse. So konnte gezeigt werden, dass 
eine Modifizierung mit Hilfe des Phosphonamidates ausschließlich an Cysteinresten von statten geht. 
Obwohl zahlreiche weitere Aminosäuren (H, K, R, S, T & Y) als potentielle Modifizierungsstellen zur 
Verfügung stehen, gelang der Nachweis des Phosphonamidates nur für Cystein. Anhand der Sequenz-
abdeckung der leichten Kette Trastuzumabs sei dies illustriert (vgl. Abbildung 53). Diese beträgt über 
90% und weist nur drei kleine Lücken, resultierend aus sehr kurzen tryptischen Peptiden, auf. Damit 
ist für einen Verdau mit Trypsin die optimale Sequenzabdeckung erreicht, da sich die restlichen drei 






Abbildung 53: Charakterisierung der modifizierten, leichten Kette Trastuzumabs.  
Ermittelte Sequenzabdeckung: Die grün unterlegten Sequenzabschnitte repräsentieren identifizierte Abschnitte 
des Proteins. Gelb markierte Methioninreste sind oxidiert. Rosa gekennzeichnete Cysteinreste sind cam-
modifiziert. Die korrekte Cysteinmodifikation an Position Cys-214 wurde Balu hervorgehoben und die relevante 
Peptidsequenz unterstrichen.     
 
Um auch diese Sequenzabschnitte abzudecken, müsste man auf eine unspezifischere Protease zurück-
greifen oder zusätzlich eine Protease mit komplementärer Selektivität zu Trypsin verwenden. Für die 
Charakterisierung der leichten Kette spielte dies jedoch keine Rolle, da zuverlässig gezeigt werden 




konnte, dass die LK ausschließlich am C-Terminus des Proteins modifiziert wird. Alle weiteren vier 
Cysteinreste wurden im Zuge der Probenvorbereitung ausschließlich alkyliert und tragen demzufolge 
kein Phosphonamidatrest.  
Herauszustellen ist, dass es sich bei der Aminosäuresequenz, welche die synthetische Modifizierung 
trug, um ein relativ kurzes, doppelt geladenes Peptid handelte. Darüber hinaus erfolgte die Modifizie-
rung am C-Terminus in Abwesenheit einer basischen Aminosäure (K & R), sodass dieses labil modifi-
zierte Peptid eine besondere Herausforderung für die Tandemmassenspektrometrie darstellte. Dank der 
optimierten EThcD-Fragmentierungsbedingungen für doppelt geladene Precursorionen gelang trotz-
dem die Aufzeichnung eines Fragmentspektrums, welches die Position zweifelsfrei belegt (vgl. Abbil-
dung 54). Darüber hinaus wurde von dem Peptid auch ein HCD-Spektrum gemessen, welches zusätz-
lich die korrekte Lage der Modifikation bestätigt (siehe Anhang).          
 
 
Abbildung 54: Lokalisierung des Cysteinphosphonamidates auf der leichten Kette mittels EThcD.  
Das Spektrum weist eine lückenlose Sequenzabdeckung mit diversen diagnostischen Fragmenten, wie z.B. y1, 
auf. 
 
Für die schwere Kette Trastuzumabs konnte eine akzeptable Sequenzabdeckung von 65% erreicht 
werden. Diese erlaubte es zwei Modifizierungsstellen innerhalb der Gelenkregion (hinge region) an 
den Positionen Cys-230 und Cys-233 zu einzugrenzen. Dies ist der entscheidende Nachweis dafür, 
dass die Modifizierung der Cysteine ausschließlich an den Interketten-Disulfidbrücken des Antikör-
pers erfolgt und die Ergebnisse des bottom-up-Proteomik Ansatzes im Einklang mit den Intaktpro-
teinmessungen stehen. Die für die strukturelle Integrität des Antikörpers relevanten Intraketten-
Disulfidbrücken sind von der Modifizierung nicht betroffen.  
 
 




3.3.6 Top-down-Ansatz zur Charakterisierung von Myoglobin 
Die vorangegangenen Beispiele haben gezeigt, dass sich synthetisch eingeführte Proteinmodifikatio-
nen mit Hilfe von Intaktprotein-MS und bottom-up-Analysen zuverlässig charakterisieren lassen. Je-
doch ist diese Form des Reaktionsmonitorings mit einem relativ großen Arbeitsaufwand verbunden. 
Die Top-down-Proteomik könnte in diesem Fall eine sinnvolle Alternative darstellen. Da die Sequen-
zierung bereits auf Proteinebene erfolgt, würden zahlreiche Probenvorbereitungsschritte, wie z.B. die 
Gelelektrophorese, die Reduktion, die Alkylierung und der tryptische Verdau der Proteine entfallen. 
Dies würde den Arbeitsaufwand reduzieren und gleichzeitig das Risiko des Verlustes labiler Modifika-
tionen im Zuge der Probenpräparation senken. Darüber hinaus sind Proteine aufgrund ihrer hohen 
Ladungszustände nach der ESI prädestiniert für ETD-basierte Fragmentierungstechniken.  
Um das Potential dieses Ansatzes zu untersuchen, wurden verschiedene Tandem-MS Experimente mit 
dem Protein Myoglobin durchgeführt und die jeweiligen Fragmentierungsparameter optimiert. Es 
zeigte sich, dass ab einer Auflösung von 60.000 isotopenaufgelöste Spektren des ca. 17 kDa großen 
Proteins möglich waren, sodass einzelne Precursorionen einer Fragmentierung unterzogen werden 
konnten. Für eine ausreichende Ionentransmission, wurde für den Quadrupol ein relativ weites Isolati-
onsfenster von m/z 3 Da angewandt. Für die Fragmentierung wurden verschiedene Ladungszustände 
zwischen z=17 und z=19 gewählt. Die entsprechenden Spektren weisen eine hohe Komplexität auf, da 
Fragmentionen unterschiedlicher Ladungsserien erzeugt werden (vgl. Abbildung 55).  
 
 
Abbildung 55: Top-down-Ansatz zur Charakterisierung von Myoglobin.  
(a) EThcD MS/MS Spektrum des 19-fach geladenen Precursorions von Myoglobin. (b) Der Ausschnitt des 
Fragmentspektrums veranschaulicht die hohe Komplexität eines Top-down-MS/MS-Spektrums. Es zeigt ver-
schiedene Isotopenmuster denen ein Ladungszustand zugeordnet werden konnte. Trotz der hohen Auflösung und 
der großen Anzahl an akkumulierten Microscans wurden zahlreiche Isotopenmuster auch nicht erkannt.   




Um die verschiedenen, sich zum Teil überlappenden Isotopenmuster unterscheiden zu können, sind 
eine hohe Auflösung und ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhältnis von Nöten. Daher wurden alle 
MS/MS-Spektren mit einem Auflösungsvermögen von 120.000 aufgezeichnet und 10 Microscans pro 
Scan akkumuliert. Mindestens zehn Scans wurden für ein informatives top-down-MS/MS Spektrum 
summiert, sodass dieses geringstenfalls einhundert Microscans enthielt. Außerdem wurden die höchst-
möglichen AGC-Targetwerte für Precursorionen und ETD-Reagent sowie  lange Injektionszeiten ver-
wendet, um die Spektrenqualität zusätzlich zu steigern. Diese Vorgehensweise zieht eine äußerst lange 
Messzeit nach sich und erfordert ein stabiles ESI-Spray, sodass eine sinnvolle top-down-
Fragmentierung nur über Direktinjektion mit einer Nanoelektrospraykapillare gelang. Für die chroma-
tographische Zeitskala war diese Methodik nicht schnell und empfindlich genug. Als Fragmentie-
rungstechniken wurden ETD und EThcD miteinander verglichen. Zusätzlich wurden die Auswirkun-
gen einer geringen in-source Fragmentierung in Kombination mit ETD oder EThcD untersucht. Die 
erfassten Rohdaten wurden im Anschluss mit Hilfe der Software ProSight Lite™ ausgewertet.283 
Den geringsten Informationsgehalt boten die ETD-Fragmentspektren (vgl. Abbildung 56). Mit ihnen 
ließ sich ca. ein Drittel der Sequenz abdecken.  
 
                       
Abbildung 56: Vergleich der Leistungsfähigkeit verschiedener ETD-Techniken zur top-down-Fragmentierung 
von Myoglobin.  
Jeweils mindestens 100 Microscans wurden für jede Bedingung akquiriert und die Rohdaten mittels ProSight 
Lite™ ausgewertet.   
 
Die Hinzunahme der in-source Fragmentierung steigerte die Sequenzabdeckung auf über 50%. Mit 
115 zugeordneten, Fragmenten und einer Sequenzabdeckung von 66% wurde das beste Ergebnis mit 
der EThcD Fragmentierung erzielt. Eine zusätzliche in-source Fragmentierung brachte keine nen-

































Fragmente, dies umfasst die Erkennung des Isotopenmusters und die Bestimmung des Ladungszustan-
des durch die Software, einem Fragmention zugeordnet. Dies untermauert wiederum die hohe Kom-
plexität der Spektren und dass ein großer Teil ihres Informationsgehaltes bislang nicht ausgeschöpft 
wird.   
Als ideale EThcD-Fragmentierungsbedingungen stellten sich eine kurze ETD-Reaktionszeit von 6 ms 
und eine geringe zusätzliche HCD-Aktivierung von 15% NCE heraus. Eine weitere Erhöhung der 
zusätzlichen Aktivierung, wie sie beispielweise bei Peptiden Anwendung findet, war kontraproduktiv. 
Es ist davon auszugehen, dass unter diesen sanften EThcD-Fragmentierungsbedingungen ohne in-
source Fragmentierung die überwiegende Mehrheit der labilen Proteinmodifikationen stabil ist. Dar-
über hinaus besteht die Möglichkeit, mit dieser Technik Informationen über Sequenzabschnitte zu 
erhalten, die mit einem bottom-up-Ansatz nicht erfasst werden. Beispielweise wurde bei der Charakte-
risierung der pyrophosphorylierten Myoglobinmutante der Abschnitt zwischen den Aminosäuren 97 
bis 102 aufgrund sehr kurzer Peptide nicht erfasst. Der top-down-Ansatz hingegen deckte diesen Be-
reich ab (vgl. Abbildung 57).  
 
 
Abbildung 57: Sequenzabdeckung des Myoglobins nach top-down-Fragmentierung mittels EThcD.  
Die Bindungsspaltungen sind durch die roten (c- und z-Ionen) und blauen (b- und y-Ionen) Haken symbolisiert.   
 
Insbesondere bei Proteinen die im Zuge des Verdaus sehr kurze Peptide generieren (z.B. Histone), 
können solche top-down oder entsprechende middle-down-Ansätze eine sinnvolle Alternative darstel-
len. Trotz all dieser Vorteile ist dennoch zu konstatieren, dass der top-down-Ansatz nicht an die Emp-
findlichkeit eines bottom-up-Proteomikansatzes heranreicht und dass der bottom-up-Ansatz der Frag-
mentierung des intakten Proteins bei der Charakterisierung von synthetisch eingeführten Modifikatio-








3.4 Grenzen der EThcD-Fragmentierung 
Die vorangegangenen Kapitel waren gekennzeichnet von diversen Vorteilen der EThcD-Fragmen-
tierung. In diesem Kapitel sollen die Limitierungen ETD-basierter Techniken diskutiert werden.  
Betran et. al haben das ETD-Fragmentierungsverhalten von lyinsphosphorylierten Peptiden mit zahl-
reichen weiteren unmodifizierten Lysin- und Argininresten näher untersucht und konnten zeigen, dass 
es zu einer Migration des Phosphatrestes zu anderen Akzeptoren (wie z.B. Serin oder Lysin) kommen 
kann. Damit wurde die allgemeine Auffassung, dass Peptidmodifikationen stabil sind unter ETD-
Bedingungen relativiert. Diese Gasphasenumlagerungen nehmen jedoch mit steigendem Ladungszu-
stand der Precursorionen ab.69 Peptide, die solche Aminosäuresequenzen aufweisen, treten relativ sel-
ten in bottom-up-Ansätzen auf, da in der Regel Trypsin als Protease eingesetzt wird. Mehrere Lysin-
reste innerhalb eines Peptides nach tryptischen Verdau sind das Resultat von Fehlspaltungen. Außer-
dem weisen nur sehr wenige Proteine solche polybasischen Sequenzen auf. Dazu zählen unter ande-
rem die Histone. Um deren verschiedene Proteoformen zu studieren, werden teilweise andere Pro-
teasen wie zum Beispiel Arg-C eingesetzt, sodass durchaus Peptide mit diversen Lysinresten entstehen 
können.  
Vor diesem Hintergrund wurden verschiedene lysinphosphorylierte Peptide, deren Sequenzen vom 
Histon H1 stammen, synthetisiert und einer EThcD-Fragmentierung unterzogen. Exemplarisch dafür 
ist in Abbildung 58 das EThcD-Spektrum des dreifach geladenen Precursorions des Peptides 
11APAPAEpKpTPVKKKA24 abgebildet.  
 
Abbildung 58: Migration von Phosphatresten lysinphosphorylierter Peptide während EThcD. 
EThcD MS/MS Fragmentspektrum des dreifach geladenen Precursorions des Peptides APAPAEpKpTPVKK-
KA. Neben der korrekten z-Ionenserie weist das Spektrum das Fragment z3*, welches eine Phosphorylierung des 
Lysinrestes Lys-12 anzeigt, auf. Das durch Migration entstandene Fragment ist mit einem Stern hervorgehoben. 
 




Obwohl dieses Peptid ausschließlich an den Positionen Lys-7 und Thr-8 im Peptid phosphoryliert ist, 
lässt sich das Fragment z3* finden, welches eine Phosphorylierung der Positionen Lys-12 indiziert. 
Dies weist zwar in Relation zu der korrekten z-Ionenserie eine geringere relative Abundanz auf, kann 
jedoch bei einem Peptid dessen Modifizierungsstelle unbekannt ist, die Interpretation erschweren oder 
gar zu Fehlinterpretationen führen.  
Das gleiche Peptid tritt auch vierfach geladen auf. Das entsprechende ETHCD-Spektrum weist eine 
lückenlose Sequenzabdeckung auf und ermöglicht eine zweifelsfreie Lokalisierung der Phosphorylie-
rungsstelle. Bei einem untargeted bottom-up-Ansatz wird jedoch nicht immer der höchste Ladungszu-
stand eines Peptides fragmentiert. Es ist zwar theoretisch durchaus möglich bevorzugt den höchsten 
Ladungszustand eines Peptides für die Fragmentierung auszuwählen, in der Praxis gelingt dies jedoch 
meist nicht, da die relative Abundanz des Precursorions zu gering ist oder der Ladungszustand nicht 
korrekt im MS1 erkannt wird. In dem diskutierten Beispiel hatte das vierfach geladene Precursorion 
nur ca. 1% der relativen Intensität des dreifach geladenen. 
Ein weiterer Nachteil besteht in der relativ langen Zykluszeit der EThcD-Fragmentierung. Während 
die HCD Fragmentierung nur wenige Millisekunden in Anspruch nimmt, benötigt man allein für den 
ETD-Prozess eines doppelt geladenen Precursors mindestens 100 ms. Dieser Unterschied spielt bei der 
Charakterisierung weniger Proteine und Peptide auf einer chromatographischen Zeitskala keine Rolle, 
kommt jedoch bei komplexen, proteomischen Fragestellungen zum Tragen. Daher besteht ein Kernan-
liegen der folgenden Kapitel (z.B. Kapitel 3.5.2.6; 3.6.6 & 3.6.8) darin, Strategien zu entwickeln, die 
einen sinnvollen und effizienten Einsatz der EThcD-Fragmentierung ermöglichen und die beschriebe-








3.5 Strategien zur Identifizierung endogener Lysinphosphorylierungen  
Mit dem Ziel, die ersten endogenen Lysinphosphorylierungen zu lokalisieren, gilt es zu Beginn ver-
schiedene proteomische Strategien zu diskutieren. Wie zuvor in Kapitel 1.1.1 erwähnt, erfolgte die 
erste Beschreibung einer möglichen Lysinphosphorylierung auf dem Histon H1. Daraus resultiert 
zwangsläufig die Frage, ob man sich gezielt auf die Identifizierung einer Lysinphosphorylierungsstelle 
auf diesem Protein konzentriert oder eine komplementäre Strategie verfolgt und proteomweit nach 
Lysinphosphorylierungen sucht. Während die Fokussierung auf das Histon H1 die logische Schluss-
folgerung aus den vorangegangenen Studien darstellt, so haben vor allen Dingen verschiedene Phos-
phoproteomstudien in der Vergangenheit zur Identifizierung neuer labiler Phosphorylierungen geführt. 
Beide Strategien umfassen zusätzlich zu der inhärenten Labilität von Lysinphosphorylierungen beson-
dere Herausforderungen für die Methodenentwicklung, welche zusammen mit möglichen Lösungsan-
sätzen im Folgenden diskutiert werden sollen.  
Für das Histone H1 sind verschiedene Varianten (H1.1, H1.2, H1.3, H1.4 & H1.5) bekannt, deren 
Sequenzen zu großen Teilen konserviert sind. Insbesondere in der globulären Domäne des Proteins 
weisen die verschiedenen Varianten frappierende Ähnlichkeiten in ihrer Aminosäureabfolge auf, aber 
auch die N- und C-terminalen Domänen unterscheiden sich nur marginal in ihrer Sequenz (vgl. Abbil-
dung 59).284  
 
 
H1.1     1  MSETVPPAPAASAAPEKPLAGKKAKKPAKAAAA--SKKKPAGPSVSELIVQAASSSKERGGVSLAALKKALAAAGYDVEK 
H1.2     1  MSETAPAAPAAAPPAEKAPVKKKAAKKAGG------TPRKASGPPVSELITKAVAA-SKERSGVSLAALKKALAAAGYDVEK 
H1.3     1  MSETAPLAPTIPAPAEKTPVKKKAKKAGATAG-----KRKASGPPVSELITKAVAA--SKERSGVSLAALKKALAAAGYDVEK 
H1.4     1  MSETAPAAPAAPAPAEKTPVKKKARKSA------GAAKRKASGPPVSELITKAVAA--SKERSGVSLAALKKALAAAGYDVEK 
H1.5     1  MSETAPAETATPAPVEKSPAKKKATKKAAGAGAAKRKATGPPVSELITKAVAA-SKERNGLSLAALKKALAAGGYDVEK 
H1.0     1  MTENSTSAPAAK----------PKRAKASKKST-------------------DHPKYSDMIVAAIQAEKNRAGSSRQSIQKYIKSHYKVGEN 
 
 
H1.1    79  NNSRIKLGIKSLVSKGTLVQTKGTGASGSFKLNKKASSVETKPGASKV--ATKTKATGASKKLKKATGAS---------KKSVK-- 
H1.2    76  NNSRIKLGLKSLVSKGTLVQTKGTGASGSFKLNKKAASGEAKPKVKKAGGTKPKKPVGAAKKPKKAAGGATPKKSAKK 
H1.3    77  NNSRIKLGLKSLVSKGTLVQTKGTGASGSFKLNKKAASGEGKPKAKKAGAAKPRKPAGAAKKPKKVAGAATPKKSIKK 
H1.4    76  NNSRIKLGLKSLVSKGTLVQTKGTGASGSFKLNKKAASGEAKPKAKKAGAAKAKKPAGAAKKPKKATGAATPKKSAKK 
H1.5    79  NNSRIKLGLKALVSKGTLVQTKGTGASGSFKLNKKAASGEAKPKAKKAGAAKAKKPAGAT---PKKAKKAAGAKKAVKK 
H1.0    64  ADSQIKLSIKRLVTTGVLKQTKGVGASGSFRLAKSDEPKKSVAF----KKTKKEIKKVATPKKASKPKKAASKAPTKKPKAT 
 
 
H1.1   152  TPKKAKKPAATRK------SSKNPKKPK-TVKPKKVAKSPAKAKAVKPKAAKARVTKPKTAKP-------------KKAAPKKK 
H1.2   154  TPKKAKKPAAATVTKKVAKSPKKAK-VAKPKKAAKS--AAKAVKPKAAKP------KVVKP-----------------KKAAPKKK 
H1.3   155  TPKKVKKPATAAGTKKVAKSAKKVK-TPQPKKAAKSPAKAKAPKPKAAKPKSGKPKVTKA------------KKAAPKKK 
H1.4   154  TPKKAKKPAAAAGAKK-AKSPKKAK-AAKPKKAPKSPAKAKAVKPKAAKPKTAKPKAAKP------------KKAAAKKK 
H1.5   155  TPKKAKKPAAAGV-KKVAKSPKKAKAAAKPKKATKSPAKPKAVKPKAAKPKAAKPKAAKPKAAKAKKAAAKKK 
H1.0   142  PVKKAKKKLAAT--PK-KAKKPKTVKA-KPVKASK—PKKAKPVKPKAKSS----------------------------------AKRAGKKK 
                           N-terminale Domäne                                   Globuläre Domäne                                   C-terminale Domäne 
Abbildung 59: Gegenüberstellung der verschiedenen Histon H1 Isotope.  
Große Übereinstimmungen finden sich in den globulären Domänen der Proteine. Die N- und C-terminalen Regi-
onen sind weniger konserviert.284 
 
 




Dies hat zur Folge, dass eine exakte Zuordnung einer PTM zu einer der Varianten erheblich erschwert 
und oftmals unmöglich ist. Eine Lösung besteht darin, relativ lange Peptide zu erzeugen und zu analy-
sieren, um möglichst umfangreiche Sequenzinformation zu erhalten. Solche Peptide lassen sich jedoch 
nicht mit einem herkömmlichen tryptischen Verdau generieren, da die Sequenz des Histon H1 aus 
diversen Lysinresten besteht und die Verwendung dieser Protease zu sehr kurzen, schwierig zu identi-
fizierenden Peptiden führt. Eine sinnvolle Alternative stellt der Einsatz der Endopeptidase Arg-C dar. 
Wie ein in silico Verdau zeigt, würden die daraus resultierenden Peptide eine Länge aufweisen, wel-
che sich mit tandemmassenspekrometrischen Verfahren erfassen lassen. Aufgrund der diversen basi-
schen Funktionalitäten, welche diese Peptide beinhalten, ist jedoch von einem problematischen RP-
chromatographischen Verhaltens auszugehen. Darüber hinaus nehmen diese Peptide nach der ESI eine 
breite Verteilung an verschiedenen Ladungszuständen ein. Nicht zuletzt wurden Migrationen von Ly-
sinphosphorylierungen entlang des Peptidrückrates, welche eine zweifelsfreie Lokalisierung erschwe-
ren, bei Modellpeptiden des Histon H1 unter ETD-Bedingungen beobachtet.69 Zur Überwindung die-
ser Hürden wurde in Zusammenarbeit mit Frau Hauser der Nutzen eines Derivatisierungsschritt an 
lysinphosphorylierten Peptiden des Histon H1 evaluiert.   
Zusätzlich zu dem hohen Maß an Homologie ist ein breites Spektrum an verschiedenen PTMs, wie 
Acetylierungen, Ubiquitinylierungen, Formylierungen und Methylierungen für das Histon H1 doku-
mentiert. Diese treten in verschiedenen Kombinationen auf und können wie z.B. im Fall der Methylie-
rung zur mehrfachen Modifikation eines Aminosäurerestes führen.284, 285 Diese enorme Komplexität 
zieht einen hohen Anspruch an die Qualität der erzeugten Daten und deren bioinformatische Auswer-
tung nach sich.               
Nicht zuletzt erfordert dieser Ansatz eine Probenvorbereitung, welche eine selektive Isolation des His-
ton H1 oder einer Fraktion angereichert mit Histonproteinen unter Erhalt möglicher Lysinphospho-
rylierungen, ermöglicht. 
Bei der zweiten Herangehensweise, der proteomweiten Suche nach Lysinphosphorylierungen, muss 
im ersten Schritt ein Anreicherungsverfahren entwickelt oder optimiert werden, welches die An-
reicherung von Phosphopeptiden unter Erhalt labiler Phosphorylierungen ermöglicht. Man beachte, 
dass in diesem Fall die Anreicherung auf Peptid- und nicht auf Proteinebene erfolgt. Nach dem Anrei-
cherungsschritt ist man mit einer enormen Anzahl an Phosphopeptiden, von denen der überwiegende 
Anteil Serin- und Threoninphosphorylierungen zuzuordnen ist, konfrontiert. In der Regel reicht ein 
einziger LC-MS-Lauf nicht aus, um die Majorität der Phosphopeptide zu erfassen, sodass ein weiterer 
Fraktionierungsschritt von Nöten ist. Nicht zuletzt stellt dieser Ansatz besonders hohe Ansprüche an 
die Schnelligkeit und Empfindlichkeit der massenspektrometrischen Methode.   
 
 




3.5.1 Proteomikansatz zur Identifizierung von pLys auf dem Histon H1 
3.5.1.1 Derivatisierung von Histonmodellpeptiden 
Um die chromatographischen und massenspektrometrischen Eigenschaften potentiell phosphorylierter 
Aminosäuresequenzen des Histon H1 zu untersuchen, wurden verschiedene Peptide des Proteins so-
wohl als phosphorylierte als auch als unphosphorylierte Spezies synthetisiert. Exemplarisch dafür sind 
in Abbildung 60 das extrahierte Ionenchromatogramm und das MS1 des unphosphorylierten Peptides 
21KKKARKSAGAAKRKASG37 dargestellt.  
Es wird deutlich, dass der überwiegende Teil des Peptides beinahe keine Retention auf der RP-
Trennsäule erfährt und der Peak ein extremes Tailing, welches sich über die gesamte Zeit der chroma-
tographischen Trennung erstreckt, aufweist. Zusätzlich zu dieser ungünstigen Peakform mussten au-
ßerordentlich große Mengen des Peptides von ca. 10 pm injiziert werden, um eine Detektion zu er-
möglichen.  
Die sechs Lysinreste und der freie N-Terminus des Peptides stellen zahlreiche Positionen dar, die wäh-
rend des ESI-Prozesses leicht protoniert werden können. Dies hat zu Folge, dass für das Peptid Precur-
sorionen mit Ladungszuständen von zwei bis fünf zu finden sind. Um eine mögliche Migration einer 
Lysinphosphorylierung auszuschließen, müsste die fünffach protonierte Spezies gewählt werden. Dies 
wäre jedoch das niedrig abundanteste Precursorion, sodass erhebliche Einbußen in Bezug auf die Em-
pfindlichkeit hingenommen werden müssten. Darüber hinaus beinhaltet das entsprechende Fragment-
spektrum eines solch hochgeladenen Precursorions Fragmente mit verschiedenen Ladungszuständen 
und stellt somit hohe Anforderungen an die Detektion (Auflösung) und Auswertung.  
Um das chromatographische Verhalten zu verbessern, ist der Einsatz einer anderen chromatographi-
schen Trenntechnik wie z.B. HILIC denkbar.286 Dennoch ist auch in diesem Fall von einer un-
günstigen Ladungsverteilung auszugehen. Des Weiteren sind sowohl der experimentelle als auch der 
apparative Aufwand zur Implementierung einer neuen LC-MS-Kopplung relativ hoch. Vor diesem 
Hintergrund wurde eine Derivatisierung vorgezogen.  
Umfangreiche Studien zur Derivatisierung von Histonen wurden von verschiedenen Gruppen durchge-
führt und die Vor- und Nachteile einzelner Reagenzien evaluiert.287, 288 In dieser Arbeit wurde sich auf 
das etablierte Protokoll von Garcia et al. , bei dem die Proteine oder Peptide mit Propionsäureanhydrid 
umgesetzt werden, konzentriert und verschiedene Peptidsequenzen mit zahlreichen Lysinresten durch 
Frau Hauser derivatisiert.289 Im unteren Teil der Abbildung 60 wird deutlich, dass diese Propionylie-
rung der Lysinreste zu einer signifikanten Erhöhung der Hydrophobizität des Peptides führen, sodass 
das Peptid unter Verwendung des gleichen chromatographischen Gradientens, dessen Trennstrecke 
sich über 45 min hinzog, ca. 30 min später eluierte. Neben der gewünschten Retention, weist der Peak 
eine symmetrische Peakform mit einer schmalen Peakhalbwertsbreite (FWHM) von ca. 5 s auf. Au-
ßerdem wurde die Ladungsverteilung verkleinert und auf das dreifach protonierte Peptid fokussiert, 




sodass das MS2 Spektrum hauptsächlich aus einfach geladenen Fragmenten bestand und eine geringe 
Komplexität aufwies (siehe Anhang). 
 
 
Abbildung 60: Einfluss der Propionylierung auf das RP-chromatographische Verhalten und die 
Ladunsgverteilung des Histon H1 Peptides KKKARKSAGAAKRKASG.  
Das unmodifizierte Peptid zeigt ein extremes Tailing und Ladungszustände von 2+ bis 5+ (obere Darstellung). 
Nach der Propionylierung erfolgt eine ausreichende Retention unter RP-Bedingungen. Der entsprechende Peak 
hat eine symmetrische Form und eine kleine Peakhalbwertsbreite. Die Ladung des Precursorions fokussiert sich 
auf den dreifachen Ladungszustand (untere Darstellung).   
 
Auch wenn kein direkter Vergleich zwischen dem unmodifizierten Peptid und dem propionyliertem 
Counterpart erfolgte, so kann man davon ausgehen, dass der Derivatisierungsschritt eine erhebliche 
Erhöhung der Empfindlichkeit zur Folge hatte.     
Im nächsten Schritt wurden der Umsatz und die Selektivität der Derivatisierung untersucht. Für das 
untersuchte Modellpeptid sind sieben Propionylierungen möglich. In dem untersuchten Reaktions-
gemisch entfielen ca. 30% auf die vollkommen, modifizierte, 63% auf die sechsfach, 6% auf die fünf-
fach, und weniger als ein Prozent auf die vierfach propionylierte Spezies (vgl. Abbildung 61).  
Setzt sich diese unvollkommene Derivatisierung auf Proteinebene fort, sind damit einige Vor- und 
Nachteile verbunden. Ein wichtiger Nachteil ist, dass man auf diesem Weg aus ursprünglich einer 
Spezies verschiedene Derivate generiert und sich somit die Komplexität des Hydrolysats erhöht, sowie 
sich die Abundanz für jedes dieser Derivate erniedrigt. Außerdem bedeutet dies für die datenbankge-




stützte Analyse der Histonpeptide, dass eine weitere variable Modifikation für Lysinreste und dem N-
Terminus von Proteinen zu den bereits zahlreichen endogenen Modifikationen hinzugefügt werden 




Abbildung 61: Overlay der extrahierten Ionenchromatogramme der siebenfach (rot) sechsfach (blau) und 
fünffach (grün) propionylierten Spezies des Modellpeptides KKKARKSAGAAKRKASG. 
 
Auf der anderen Seite ist es somit möglich, nach dem tryptischen Verdau, verschiedene sich überlap-
pende Peptidsequenzen und gesichertere Sequenzinformationen zu erhalten. Findet jedoch eine quanti-
tative Derivatisierung statt, so erfolgt die Spaltung durch Trypsin ausschließlich am C-Terminus von 
Arginin. Dieses Verhalten wird auch als Pseudo-ArgC-Spaltung bezeichnet.  
Nebenreaktionen, welche beispielsweise zu Modifikationen von Serin- oder Argininresten führten, 
wurden nicht beobachtet, sodass man sich bei der Auswertung auf Propionylierungen von Lysinresten 
und den N-Terminus des Proteins konzentrieren kann.  
   
 
3.5.1.2 Derivatisierung von lysinphosphorylierten Histonmodellpeptiden 
Nach den erfolgsversprechenden Ergebnissen bei der Propionylierung unmodifizierter Peptide wurde 
dazu übergegangen, das Prozedere auf lysinphosphorylierte Peptide zu übertragen. Dazu wurde die zu-
vor untersuchte Peptidsequenz KKKARKSAGAAKRKASG durch frau Hauser im Labor von Prof. 
Hackenberger selektiv an der Position Lys-6 phosphoryliert und anschließend propionyliert. Es galt zu 
untersuchen, ob die Derivatisierung des lysinphosphorylierten Peptides ohne Verlust der labilen Modi-
fikation von statten geht und inwieweit die zahlreichen zusätzlichen Modifikationen das Fragmentie-
rungsverhalten des Peptides beeinflussen. Abbildung 62 ist zu entnehmen, dass sich die gewünschten 




Eigenschaften auf die lysinphosphorylierte Spezies übertragen lassen. Das Peptid zeigt eine ausrei-
chende Retention unter RP-chromatographischen Bedingungen und eine akzeptable Peakform. Dar-
über hinaus zeigt das MS1 des sechsfach modifizierten Peptides eine schmale Ladungsverteilung, wel-
che sich auf den dreifach geladenen Zustand fokussiert. Am wichtigsten ist jedoch, dass die Propiony-
lierung unter Erhalt der Lysinphosphorylierung erfolgte.  
 
 
Abbildung 62: Chromatographisches und massenspektrometrisches Verhalten des propionylierten pLys-
Histonpeptides 2prKprKprKARpKSAGAAprKRprKASG. 
 
Die zahlreichen Modifizierungen stellen eine besondere Herausforderung für die Tandemmassenspekt-
rometrie dar und das dazugehörige ETHCD-Spektrum zeigt verschiedene Neutralverlustspezies (u.a. 
der Propionsäure) ausgehend von Precursor- und ladungsreduziertem Precursorion. Trotzdem finden 
sich immer noch ausreichend Fragmente, welche aus der Spaltung des Peptidrückrates stammen und 
die labile Modifikation tragen, sodass eine zweifelsfreie Lokalisierung von pLys möglich war. Frag-
mentionen, welche Gasphasenumlagerungen zu den benachbarten Arginin- und Serinresten anzeigen 
würden, wurden nicht detektiert. Des Weiteren konnte ein Transfer zu benachbarten Lysinresten aus-
geschlossen werden, da diese durch den Propionylrest besetzt waren (siehe Anhang). Diese Beobach-
tung ist von wesentlicher Bedeutung, da somit durch die Derivatisierung nicht nur die chromatogra-
phischen Eigenschaften lysinphosphorylierter Histonpeptide verbessert wurden, sondern eine Lösung 
für die Problematik der Phosphatmigration während der ETD (vgl. Kapitel 0 ) gefunden wurde.  
 
3.5.1.3 Derivatisierung von Histon H1 
Das erfolgreich auf Peptidebene angewandte Propionylierungsprotokoll wurde im nächsten Schritt auf 
Proteinebene unter Verwendung eines Histon H1-Standards erprobt. Da bislang keine Syntheseroute 
bekannt ist, welche eine positionsspezifische Phosphorylierung auf Proteinebene ermöglicht, wurde 
sich bei der Derivatisierung durch Frau Hauser auf das unmodifzierte Protein beschränkt. Das Proto-




koll sah vor, dass nach der Propionylierung ein möglichst kurzer Pseudo-ArgC-Verdau mit Trypsin 
erfolgen und dieses Peptidgemisch mittels nanoLC-MS/MS analysiert werden sollte. In Abhängigkeit 
von den Bedingungen für den tryptischen Verdau (Temperatur und Zeit) wurden auf diesem Weg Se-






Abbildung 63: Sequenzabdeckung einer Histon H1 Variante nach Propionylierung und anschließendem Pseudo-
ArgC-Verdau mit Trypsin.  
Der identifizierte Sequenzabschnitt ist grün hinterlegt. Aminosäurereste, welche mit einer Propionylierung de-
tektiert wurden, sind blau und Argininreste an den gespalten wurde grau hervorgehoben. 
 
Für die Charakterisierung des gesamten Histon H1 war dies ein unbefriedigendes Ergebnis, da nur ca. 
ein Drittel des Proteins charakterisiert wurde. Möchte man sich jedoch auf den in vivo stark modifi-
zierten und lysinreichen N-Terminus des Proteins konzentrieren, so ist dies die Methode der Wahl. 
Nach der Hydrolyse erhält man nur drei Peptide, welche sich einfach mit Hilfe eines datenabhängigen 
EThcD-Ansatzes und anschließender Datenbanksuche identifizieren lassen (siehe Anhang), sowie den 
N-Terminus lückenlos abdecken. Selbst bei einem Gemisch aus verschiedenen Histonen und deren 
zahlreichen Proteoformen besteht somit die Möglichkeit den N-Terminus der Histone auf Lysinphos-
phorylierungen hin zu untersuchen. Basis dessen ist eine selektive Anreicherung der Histone. Unter 
diesem Gesichtspunkt wurde eine Chromatographie zur Trennung von Proteinen entwickelt. 
 
 
3.5.1.4 WCX-Chromatographie zur Trennung von Proteinen 
Ein wichtiger Schritt bei der Entwicklung einer analytischen Methode zur Charakterisierung von pLys 
auf dem Histon H1 stellt die Anreicherung und Abtrennung der Histone von anderen Proteinen dar. 
Aufgrund der zahlreichen Lysinreste weist das unmodifizierte Histon H1 einen ungewöhnlich hohen 
piezoelektrischen Punkt (Pis) von ca. 11 auf und kann über 50 positive Ladungen tragen.290 In Abhän-
gigkeit von der Anzahl und Art der PTMs, die sich auf dem Histon befinden, schwanken diese Werte. 
Dennoch ist dies eine Eigenschaft, in der sich das Histon H1 von einer Vielzahl anderer Proteine ab-
hebt. Ein einfaches und robustes Verfahren mit dem sich Proteine mit unterschiedlichen Pis trennen 
lassen, ist die Ionenaustauschchromatographie. Für die Trennung von Peptiden nutzt man in der Regel 
die starke, während für Proteine die schwache Kationenaustauschchromatographie (WCX) in Frage 
kommt. Als mobile Phase kommen dabei schwach saure oder pH neutrale Puffer zum Einsatz, sodass 




die Hydrolyse der Lysinphosphorylierungen minimiert wird. Bereits während der ersten Studien zur 
Lysinphosphorylierung auf dem Histon H1 wurde auf diese Methode zurückgegriffen.291  
Im Zuge dieser Studie wurde eine schwache Kationenaustauschersäule, welche die Trennung von Pro-
teinvarianten ermöglicht und zum Beispiel bei der Separation von Antikörpern eingesetzt wird, ver-
wendet. Sie eignet sich jedoch durchaus auch für die Trennung kleinerer Proteine. Der gewählten Säu-
lendimensionen stellen einen sinnvollen Kompromiss aus der benötigten Trennleistung und einer adä-
quaten Kapazität zur Isolationen ausreichend großer Mengen an Histonproteinen. Als mobile Phase 
kam ein Gemisch aus 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure (MES) und NaCl bei einem pH-Wert von 6,5 
zum Einsatz. Dieses etablierte Puffersystem gewährleistet bei einem stabilen pH-Wert eine gute Tren-
nung der Proteine und senkt das Risiko einer vorzeitigen Hydrolyse der Lysinphosphorylierung. Für 
die Optimierung des Gradientens wurde ein Gemisch aus fünf Proteinen (Myoglobin (M≈17,0 kDa, 
pI=7,1), bovines Serumalbumin (M≈66,5 kDa, pI=4,7), Cytochrom C (M=12,3 kDa, pI=10,2), β-
Casein (M≈25,1 kDa, pI=4,5) und (β-Lactoglobulin (M≈19,9 kDa, pI=5,1)), welche sich in ihrem iso-
elektrischen Punkt und ihrer molaren Masse unterschieden, ausgewählt. Das Gradientenprofil sollte 
eine Abtrennung der Proteine mit niedrigem pI und das Sammeln einer Fraktion reich an Histonprotei-
nen ermöglichen. Abbildung 64 ist zu entnehmen, dass bei dem entwickelten Gradienten Myoglobin, 
Serumalbumin, β-Casein, β-Lactoglobulin eine geringe Retention erfahren und nach 7 min das chro-
matographische System verlassen haben. Im Gegensatz dazu wechselwirkt Cytochrom C stärker mit 
der stationären Phase und weist eine Retentionszeit von 33,5 min auf. Dieses Beispiel zeigt, dass sich 
Proteine mit einem isoelektrischen Punkt >10 abtrennen lassen und das Sammeln einer Histonfraktion 
realistisch ist.   
Trotz der vielversprechenden Ergebnisse, die mit dem Modellproteingemisch erzielt wurden, gelang es 
bis zuletzt nicht, dies auf die Trennung einer Histon H1 enthaltenden Probe zu übertragen. Sowohl bei 
der Trennung der Standardsubstanz als auch bei dem Zusatz der Standardsubstanz zu dem o.g. Ge-
misch konnte keine Fraktion gesammelt werden, welche das Histon H1 enthielt. Der Grund für die 
unbefriedigende Wiederfindung könnte in der starken Wechselwirkung des Proteins mit der stationä-
ren begründet liegen, sodass die Salzkonzentration der Komponente B von ursprünglich 200 mM auf 
500 mM zu erhöhen ist.  
Eine mögliche Alternative zur WCX könnte die Verwendung eines Pull-down-Experiments zur Isola-
tion des Histon H1 darstellen. 
 





Abbildung 64: Chromatogramm der WCX-Trennung von Myoglobin, Serumalbumin, β-Casein, β-Lactoglobulin 
& Cytochrom C.  
Deutlich zu erkennen ist die Abtrennung von Cytochrom C (Rt= 33,5 min).   
 
 
3.5.2 Proteomweite Identifizierung labiler Phosphorylierungen  
Parallel zu der Entwicklung des auf Histon H1 fokussierten Workflows zur Identifizierung der ersten 
endogenen Lysinphosphorylierungen, wurde ein unspezifischer bottom-up-Ansatz, welcher auf die 
proteomweite Suche nach pLys und labilen Phosphorylierungen abzielte, vorangetrieben. Da für die 
Anreicherung von pLys bislang noch kein selektiver Antikörper entwickelt werden konnte, wurde auf 
unspezifische Anreicherungsverfahren wie IMAC oder MOAC zurückgegriffen. Das daraus resultie-
rende Phosphoproteom einer HeLa-Zellkultur enthält mehrere zehntausend Phosphopeptide. Diese 
lassen sich nicht innerhalb eines einzelnen HPLC-MS-Laufes (single shot) erfassen, sodass eine adä-
quate zusätzliche Fraktionierungstechnik gefunden werden musste. Dieses Verfahren sollte an erster 
Stelle die Fraktionierung des Phosphoproteoms unter Erhalt labiler Modifikationen ermöglichen.  
 
 
3.5.2.1 Basische RP-Chromatographie zur Fraktionierung komplexer Peptidgemische 
Die höchste Orthogonalität in einem 2D-RPLC-RPLC-MS-Ansatz wird durch eine große pH-Wertdif-
ferenz erzielt. Da bei der HPLC-MS meist pH-Werte ≤ 3 eingesetzt werden, muss demzufolge die 
Fraktionierung bei einem hohen pH-Wert (9-10) erfolgen. Für die Fraktionierung labilphosphorylierter 
Peptide wurde sich für einen pH-Wert von 8 entschieden. Dieser stellt einen sinnvollen Kompromiss 
aus einer ausreichenden Orthogonalität und Bedingungen, welche die Hydrolyse labiler Phosphorylie-
rungen minimieren, dar. Für die mobile Phase wurde 10 mM NH4HCO3–Lösung gewählt. Die geringe 
Salzkonzentration reicht aus um den pH-Wert einzustellen und lässt sich gleichzeitig nach der Frakti-
onierung leicht, während dem Einengen in der Vakuumzentrifuge oder über die Ladesäule des na-




noLC-MS-Systems, entfernen. Als stationäre Phase kam eine XBridge Peptide BEH C18 Säule zum 
Einsatz. Diese besitzt Partikel, die gekennzeichnet sind durch eine hohe Kohlenstoffbeladung und 
deren Porengröße optimiert ist für die Trennung von Peptiden. Die stationäre Phase ist stabil über ei-
nen weiten pH-Wertbereich und lässt sich über einen langen Zeitraum unter basischen Bedingungen 
betreiben. Die gewählten Säulendimensionen gewährleisten eine ausreichende Kapazität, ohne große 
Kompromisse bei den Trenneigenschaften eingehen zu müssen. 
Für die Entwicklung des Gradientenprofils und zur Beurteilung der Trennleistung des Systems wurde 
zu Beginn auf eine Probe geringer Komplexität mit einem tryptischen Verdau des Rinderserumal-
bumins (BSA) zurückgegriffen. Dabei galt es zu berücksichtigen, dass unter basischen Bedingungen 
für eine Vielzahl an Aminosäuresequenzen eine geringere Retention als bei einem niedrigen pH-Wert 
zu erwarten war. Beispielsweise liegen Peptide, die saure Aminosäuren enthalten, aufgrund der niedri-
gen pKs-Werte für Asparaginsäure (3,90) und Glutaminsäure (4,25) als deprotoniert und negativ gela-
den vor und weisen somit eine geringere Hydrophobizität als in ihrer protonierten Form auf. Dem 
Rechnung tragend wurde ein sehr flacher Gradient, bei dem sich die organische Komponente nur ge-
ring erhöht, entwickelt (vgl. Kapitel 5.5.1). Unter diesen Bedingungen wurden für das Peptidgemisch 
akzeptable Peakbreiten von ca. 1 min erzielt. Die Peaks hatten in der Regel eine symmetrische Form 
und wiesen nur vereinzelt ein leichtes Fronting oder Tailing auf (siehe Anhang). Um die Robustheit 
und Reproduzierbarkeit der Trennung zu untersuchen, wurde das Gemisch an verschiedenen Tagen 
nach Nutzung der Säule gemessen. Es zeigte sich, dass zum Teil erhebliche Verschiebungen der Re-
tentionszeiten von bis zu 10 min auftraten. Eine klare Tendenz, dass beispielsweise das Retentions-
vermögen der Säule im Laufe der Zeit nachlassen würde, konnte jedoch nicht verzeichnet werden. Die 
Lagerung der Säule erfolgte bei einem Gemisch aus 50% Acetonitril und 50% Wasser. Wurde diese 
längere Zeit nicht genutzt, war das Retentionsvermögen unzureichend, sodass vor jeder Fraktionierung 
die Säule durch Messungen des Standardgemisches konditioniert wurde. 
In der qualitativen und quantitativen Analytik würde eine Trennung mit solch schwankenden Retenti-
onszeiten keine Anwendung finden. Für die Fraktionierung spielte dieses Verhalten jedoch eine unter-
geordnete Rolle. Von Relevanz war, dass überhaupt eine Trennung erfolgte, die Peakbreiten gering 
waren und eine Minute nicht überschritten (siehe Anhang).  
Nach der Optimierung der chromatographischen Parameter wurde auf ein komplexeres System, einem 
standardisierten HeLa-Proteinverdau, übergegangen und das Potential der Fraktionierungsmethode in 
einem Vergleich mit einer etablierten, sauren ersten Dimension untersucht. 
 
 
3.5.2.2 Vergleich von saurer und basischer RPLC als erster Dimension        
Aufgrund ihrer Robustheit und guten Trenneigenschaften war eine saure Fraktionierung etabliert wor-
den. Diese nutzte in der mobilen Phase 0,1% Ameisensäure und war somit nur bedingt für die Analyse 




säurelabiler Phosphorylierungen geeignet. Als stationäre Phase kam eine Acclaim PepMap100 
C18-Säule zum Einsatz. Für den Methodenvergleich wurden jeweils 10 μg eines HeLa-Standards mit 
beiden Techniken getrennt und 60 Fraktionen gesammelt. Um die Messzeit in der zweiten Dimension 
(zwei Stunden je HPLC-MS-Lauf) zu reduzieren, wurden die Fraktionen nach der in Kapitel 1.2.4 
beschriebenen Strategie in sechs Zyklen gepoolt, sodass jeweils zehn Fraktionen pro Fraktionierungs-
technik zu analysieren waren.  
Ziel war es mit der schwach basischen Fraktionierung eine vergleichbar hohe Anzahl an identifizierten 
Peptiden und Proteinen wie bei der etablierten Methodik zu erhalten. Die erhaltenen Ergebnisse über-
trafen die gesteckten Ziele, sodass bei gleicher Fraktionierungsmethodik und Gradientenlänge ein 
Zuwachs von ca. 30% an identifizierten Peptiden und ca. 20% an identifizierten Proteinen erzielt wer-
den konnte (vgl. Abbildung 65).       
 
 
Abbildung 65: Gegenüberstellung von saurer und basischer erster Dimension in einem 2D-RPLC-RPLC-
MS/MS-Ansatz zur Charakterisierung eines HeLa-Vollproteoms. 
Bei gleicher Gradientenlänge und Poolingstrategie lässt sich für die optimierte basische Fraktionierung ein signi-
fikanter Zuwachs an identifizierten Peptiden und Proteinen feststellen. Eine Erhöhung der Anzahl an gesammel-
ten Fraktionen führt zu einer weiteren Steigerung an nachgewiesenen Peptiden und Proteinen.   
 
Im nächsten Schritt wurde untersucht, inwieweit eine Reduktion der Poolingzyklen und demzufolge 
eine Erhöhung der Anzahl an gesammelten Fraktionen das Ergebnis beeinflusste. Dazu wurde das 
gleiche Gradientenprofil verwendet, jedoch der Fraktionierungszeitraum auf 64 min verlängert und die 
64 gesammelten Fraktionen in vier Zyklen auf 16 Fraktionen reduziert. Erwartungsgemäß wurde 
durch die größere Anzahl an Fraktionen die analytische Tiefe noch einmal erhöht, sodass ca. 32.000 
anstatt 28.000 Peptide und ca. 5.000 im Gegensatz zu 4.600 Proteine identifiziert werden konnten (vgl. 
Abbildung 65). Dabei gilt es jedoch zu bedenken, dass sich die Messzeit der zweiten Dimension von 




ca. 20 h auf 32 h erhöhte. Im Zuge dieser Studie wurde die Orbitrap Elite™ für die LC-MS eingesetzt. 
Für die Evaluierung der Fraktionierungseigenschaften war dieses Gerät ausreichend. Um Phosphopro-
teom nach labilen Modifizierungen zu untersuchen, wurde jedoch auf die Orbitrap Fusion™ zurück-
gegriffen. Dieses Gerät ist erheblich empfindlicher und schneller als die Orbitrap Elite™ und ermög-
licht somit die Identifizierung einer größeren Anzahl an Peptiden im gleichen Zeitraum. Mit dieser 
Anlage ist es beispielweise möglich in 1 μg des gleichen HeLa-Standards innerhalb einer Messzeit von 
drei Stunden bis zu 52.000 Peptide von über 5.000 Proteinen nachzuweisen. Unter Berücksichtigung 
dessen wurde sich in allen weiteren phosphoproteomischen Studien auf das Sammeln von zehn Frakti-
onen in sechs Zyklen während der basischen RPLC beschränkt. Dieses Prozedere ist ideal auf die 
chromatographischen Eigenschaften der ersten Dimension abgestimmt, robust gegenüber kleineren 
Veränderungen aufgrund veränderter Säuleneigenschaften sowie unterschiedlicher Proben und be-
grenzt die Messzeit der zweiten Dimension inklusiver aller Spülläufe auf maximal 24 h. 
 
 
Abbildung 66: Vergleich des Fraktionierungsverhaltens nach saurer und basischer Fraktionierung.  
Gegenübergestellt sind die TICs der Fraktionen vier bis sieben nach saurer und basischer Fraktionierung. Die 
basische Fraktionierung ermöglicht eine bessere Ausnutzung der Trennstrecke in der zweiten Dimension als die 
saure Fraktionierung. 
 
Gilt es noch kurz auf die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen saurer und basischer Fraktionierung 
einzugehen. Für die Fraktionierung wurden zwei weit verbreitete Säulentypen, die für die Trennung 
von Peptidgemischen entwickelt wurden, in ähnlichen Dimensionen verwendet. Selbst unter Berück-
sichtigung, dass die in der sauren Fraktionierung eingesetzte Säule möglicherweise aufgrund von Alte-
rungsprozessen etwas an Ihrer Leistungsfähigkeit eingebüßt hatte, so war nicht der erhebliche Unter-
schied in den Ergebnissen beider Ansätzen zu erklären. Der Grund ist in der bereits mehrfach disku-




tierten Orthogonalität zwischen beiden Dimensionen aufgrund der verschiedenen pH-Werte zu sehen. 
In Kombination mit einer exakt abgestimmten Poolingstrategie ermöglicht sie eine ideale Verteilung 
des zu trennenden Peptidgemisches in der zweiten chromatographischen Dimension und gewährleistet 
somit eine optimale Auslastung der HPLC-MS (vgl. Abbildung 66).  
      
 
3.5.2.3 Vergleich von HCD und EThcD bei der Analyse von Phosphoproteomen  
Nach der effizienten Fraktionierung galt es als nächstes, adäquate massenspektrometrische Bedingun-
gen für die proteomweite Suche nach pLys zu finden. Als tandemmassenspektrometrische Techniken 
wurde die äußerst schnelle und empfindliche HCD der sich durch gute Sequenzabdeckungen aus-
zeichnende EThcD-Fragmentierung gegenübergestellt. Für den Vergleich  wurde ein Single-shot einer 
TiO2-Anreicherung von Phosphopeptiden aus HeLa-Zellen und ein langer Gradient von 3 h gewählt. 
Die Rohdaten wurden mit Sequest und der Suchmaschine MS Amanda ausgewertet (vgl. Abbildung 




Die Ergebnisse zeigten, dass bei einer höheren Komplexität der Probe die längere Zykluszeit der 
EThcD-Fragmentierung einen erheblichen Einfluss auf die Anzahl an zugeordneten Spektren (PSMs) 
hat. Unabhängig von der verwendeten Suchmaschine wurden weniger als die Hälfte an PSMs im Ver-
gleich zu HCD erzielt. Selbst unter der Annahme, dass die Richtigkeit der zugeordneten PSMs erheb-
lich höher als bei HCD ist, so muss konstatiert werden, dass eine Vielzahl an Phosphopeptiden nicht 
erfasst wurde. Insbesondere wenn man berücksichtigt, dass auch mit der HCD Fragmentierung nur 





















Anzahl PSMs von Phosphopeptiden
Abbildung 67: Mit HCD und EThcD 
erzielte Anzahl an zugeordneten PSMs 
von Phosphopeptiden eines HeLa-
Phosphoproteoms.  
 




3.5.2.4 Charakteristika bei der massenspektrometrischen Analyse von pLys-Peptiden 
Da in einer datenabhängigen Aufzeichnung vorrangig die hochabundanten Signale fragmentiert wer-
den, war davon auszugehen, dass lysinphosphorylierte Peptide mit einer ausschließlich auf EThcD-
basierenden Methode möglicherweise nicht erfasst werden. Um diese Limitierung zu umgehen, be-
stand die Möglichkeit, das komplette Phosphoproteom schnell und empfindlich mit HCD zu charakte-
risieren und gezielt in einer zweiten Messung potentiell lysinphosphorylierte Peptide mit EThcD zu 
untersuchen. Dieses Vorgehen birgt jedoch zahlreiche Risiken. Aufgrund ihrer Labilität unter HCD-
Bedingungen werden Lysinphosphorylierungen während der Datenbanksuche oftmals anderen Phos-
phorylierungsstellen zugeordnet und somit nicht erkannt. Auf der anderen Seite tendieren die Suchal-
gorithmen dazu, schwer zu lokalisierende Phosphorylierungsstellen dem am C-Terminus befindlichen 
Lysin zuzuordnen. Dies führt zu einer hohen Anzahl falschpositiver Ergebnisse und zu einer großen 
Anzahl überflüssiger zu untersuchender Precursorionen in der zweiten Messung. Wird nicht der im-
mense Aufwand betrieben und für jedes Peptid ein Retentionszeitintervall festgelegt, so kann es auf-
grund des zugelassenen Massenfehlers im MS von 10 ppm zur Fragmentierung irrelevanter Precur-
sorionen kommen. Des Weiteren beansprucht dieser Ansatz die doppelte Messzeit, die doppelte Pro-
benmenge und einen größeren Aufwand bei der Auswertung der Ergebnisse. Ein alternativer Ansatz 
sieht den gezielten Einsatz der EThcD-Fragmentierung in Kombination mit einer CID-basierten Tech-
nik vor. Dazu wurden von Frau Hauser synthetisierte pLys-Peptide mittels CID und HCD fragmentiert 
und die MS/MS-Spektren nach pLys-spezifischen Markerionen untersucht.  
Die inhärente Labilität der Lysinphosphorylierung hatte zur Folge, dass die CID und HCD Frag-
mentspektren von einem Muster aus Neutralverlusten von 80, 98 und 116 Da dominiert wurden (vgl. 
Abbildung 68).    
 
 
Abbildung 68: Neutralverlustmuster von pLys-Peptiden unter HCD-Bedingungen.  
Das MS/MS-Spektrum des doppelt protonierten Peptides pLys10 (AKKAPpKSPAKA) zeigt Neutralverluste von 
80, 98 & 116 Da. 




In einer Phosphoproteomstudie konnte jedoch gezeigt werden, dass diese Muster auch bei weiteren 
Aminosäureresten wie zum Beispiel pSer auftritt und daher in seiner Selektivität nicht ausreicht. Auf-
grund dessen wurden die Spektren nach weiteren diagnostischen Fragmentionen untersucht.  
 
 
3.5.2.5 Lysinphosphoimmoniumion während der HCD Fragmentierung 
Neben verschiedenen Neutralverlustmustern wurden in der Vergangenheit sogenannte Phosphoimmo-
niumionen, interne Fragmentionen, welche aus der zweifachen Spaltung des Peptidrückrates resultie-
ren, für die Identifizierung von Phosphorylierungen (wie z.B. der labilen Histidinphosphorylierung) 
herangezogen.26, 130, 136, 179 Unter diesem Aspekt wurden die HCD-Spektren der labil phosphorylierten 
Peptide genauer untersucht. In der Tat wurden zwei charakteristische lysinphosphorylierte Immoni-
umionen mit m/z 164,047 und m/z 181,074 bei den untersuchten pLys-Peptiden detektiert. Exempla-
risch dafür ist in Abbildung 69 das HCD MS/MS-Spektrum des Peptides pLys4 dargestellt.    
 
 
Abbildung 69: HCD-Spektrum des Peptides pLys4 (LpKTEAEMK).  
Das Spektrum weist zwei charakterisitische Phosphoimmoniumionen (m/z 164,047 & m/z 181,074) auf.  
  
Das hervorgehobene Fragment m/z 181,074 entspricht exakt dem Immoniumion des Aminosäurerestes 
des Lysins und einem zusätzlichen Rest mit der Summenformel HPO3. Das Fragmention m/z 164,047 
resultiert aus der zusätzlichen Abspaltung eines Ammoniakmoleküls. Die relativen Abundanzen dieser 
Fragmente waren bei den untersuchten Peptiden in der Regel <10%, konnten jedoch auch wie in  
dem gezeigten Beispiel bis zu 38% erreichen (vgl. Tabelle 3).  
Anhand der Peptide pLys1 bis pLys5 ließ sich feststellen, dass die relative Häufigkeit der Fragmente 
tendenziell zunahm je näher die Phosphorylierungsstelle am N-Terminus des Peptides lokalisiert war. 
Um daraus eine allgemeingültige Gesetzmäßigkeit abzuleiten, müsste jedoch eine größere Anzahl an 
Peptiden betrachtet werden. Ein ähnlicher Trend wurde zumindest für Phosphohistidin in einer prote-




omweiten Analyse mit über 200 Histidinphosphorylierungen festgestellt.26 Die NCE hatte nur einen 
unwesentlichen Einfluss auf die Intensität der Phosphoimmoniumionen. Auch eine Gesetzmäßigkeit 
darüber, welches der beiden Ionen bevorzugt auftritt und ob dies von der CE, der Peptidsequenz oder 
der Position der Lysinphosphorylierung innerhalb des Peptides abhängt, konnte auf Basis des unter-
suchten Sets an Peptiden nicht abgeleitet werden. 
 
Tabelle 3: Relative Abundanz von pLys-Immoniumionen während der HCD-Fragmentierung. 
Peptid Peptidsequenz 
Ladungszustand z Rel. Abund.(%) 
m/z 164,048 
Rel. Abund. (%) 
m/z 181,074 
pLys1 AVEIDpKDSLK 2 6  1 
pLys2 TAVEIDpKDSLK 2 4  <1 
pLys3 TTAVEIDpKDSLK 2 3  <1 
pLys4 LpKTEAEMK 2 38  8 
pLys5 HLpKTEAEMK 2 <1  - 
pLys6 ALELFRpKDAAK 2 <1  - 
pLys7 YApKKAKS 3 - 12 
pLys8 RAKASKpKSTDHPKYSDC 
3 - - 
4 2 1 
pLys9 RLYKLpKASKLAR  
2 - - 
3 1 - 
4 23 6 
pLys10 AKKAPpKSPAKA  
2 1 1 
3 22 2 
pLys11 KKKARpKSAGAAKRKASG 3 3 4 
pLys12 KKKARpKpSAGAAKRKASG  
3 - 3 
4 - 8 
pLys13 SASQSSLDpKLDQELKEQQK 
3 2 0 
4 9 0 
pLys14 IpKEAVK 2 38 2 
 
Einen erheblichen Einfluss auf die relative Abundanz der pLys-Immoniumionen hatte hingegen der 
Ladungszustand des untersuchten Peptides. Erhöhte sich dieser, so nahm die Intensität dieser diagnos-
tischen Fragmentionen signifikant zu. Dies sei am Beispiel des Peptides pLys9 illustriert (vgl. Abbil-
dung 70 und Tabelle 3). Nach der ESI liegt dieses Peptid sowohl doppelt als auch als drei- und vier-
fach geladen vor. Während für das doppelt geladene Precursorion keine Phosphoimmoniumionen de-
tektiert werden konnten, wurde für die dreifach geladene Spezies das Phosphoimmonium m/z 164,048 
mit einer relativen Abundanz von ca. 1% nachgewiesen. Das MS/MS-Spektrum des vierfach gelade-
nen Precursors zeigte beide Phosphoimmoniumionen mit höheren, relativen Abundanzen.   





Abbildung 70: Einfluss des Ladungszustandes auf die Abundanz von pLys-Immoniumionen. 
Gegenübergestellt sind die HCD-Spektren des dreifach und des vierfach geladenen Precursorions des Peptides 
pLys9 (RLYKLpKASKLAR). Zu erkennen ist ein signifikanter Anstieg bei einer Erhöhung des Ladungszustan-
des. 
 
Bedingung für die Identifizierung dieser diagnostischen Fragmente ist eine massenspektrometrische 
Detektion mit Hochauflösung ohne low-mass cut-off, wie sie durch weit verbreitete Quadrupol-Orbi-
trap und Quadrupol-Time of Flight-Massenspektrometer gegeben ist. Inwieweit sich Immoniumionen 
des Phospholysins auch in größeren Peptiden, bei denen die Modifikation zentral im Peptid vorliegt, 
nachweisen lässt, muss noch gezeigt werden. Einen zuverlässigen Indikator für die Existenz eines 
lysinphosphorylierten Peptides stellen sie jedoch bereits dar.      
 
 
3.5.2.6 Phosphoimmonium getriggerte EThcD zur Identifizierung von pLys-Peptiden 
Das Auftreten eines der beiden pLys-Immoniumionen innerhalb eines hochaufgelösten HCD-
Spektrums ist ein deutlicher Hinweis für eine Lysinphosphorylierung innerhalb des Peptides. Gilt es 
jedoch den Nachweis einer neuen endogenen PTM zu erbringen, so ist ein Fragmentspektrum mit lü-
ckenloser Sequenzabdeckung unter Erhalt der Lysinphosphorylierung erforderlich. Darüber hinaus 
lässt sich eine sichere Unterscheidung mehrerer Lysinreste innerhalb eines Peptides, wie es z.B. bei 
Peptiden des Histon H1 gegeben ist, nicht mit HCD realisieren. Beiden Herausforderungen ist die 
EThcD-Fragmentierung gewachsen. Möchte man die Vorteile beider Fragmentierungstechniken effi-
zient miteinander kombinieren, so drängt sich die Entwicklung einer hochselektiven datenabhängigen 
Aufzeichnungsmethode auf. Diese sieht vor, dass im ersten Schritt die Schnelligkeit und Empfindlich-
keit der HCD Fragmentierung dazu genutzt wird, um möglichst viele Phosphopeptide zu identifizie-
ren. Im Falle der Detektion eines der beiden pLys-Immoniumionen wird ein zusätzliches EThcD 
MS/MS Spektrum des gleichen Precursorions generiert. Diese Strategie umfasst ideale Voraussetzung 
zur Charakterisierung des Phosphoproteoms und beinhaltet gleichzeitig optimale Bedingungen zur 




Identifizierung von Lysinphosphorylierungen. Wie diese Strategie im Detail umgesetzt wurde, wird im 




Abbildung 71: Schematische Darstellung des datenabhängigen pLys-Immoniumionen getriggerten EThcD-
Ansatzes.  
Nach einem hochaufgelösten MS1 werden in einer datenabhängigen Aufzeichnung mit hoher Geschwindigkeit 
möglichst viele Precursorionen mittels HCD hochaufgelöst erfasst (HCD-Filterscan), wobei bei Peptiden mit 
verschiedenen Ladungszuständen der höhere bevorzugt wird. Sobald eines der diagnostischen pLys-Immonium-
ionen (m/z 164,047 oder 181,074) innerhalb eines m/z-Fensters von ± 10 ppm auftritt, wird ein zusätzliches 
ETHCD-Spektrum des gleichen Precursorions aufgezeichnet.  
 




Die Methodik beruht im Wesentlichen auf der zuverlässigen Erkennung des pLys-Immoniumions 
während der HCD-Fragmentierung. Diese ist nur durch Detektion der Fragmentspektren in der Orbi-
trapzelle möglich, sodass die parallele Aufzeichnung des MS1 in der Orbitrap und der MS2 in der Io-
nenfalle nicht mehr möglich ist. In einer solchen high-high-Methode (MS1 und MS2 werden hochauf-
gelöst gemessen) wurde daher die Scanzeit für das MS1 durch Reduktion der Auflösung von 120.000 
auf 60.000 halbiert. Die darin erkannten Precursorionen werden einer Fragmentierung unterzogen. 
Tritt ein Peptid in verschiedenen Ladungszuständen auf, wird der höhere unabhängig von der Intensi-
tät bevorzugt. Die HCD-Fragmentierung wird mit gebräuchlichen NCEs von 30 bis 32% durchgeführt, 
um sowohl die allgemeine Identifizierung von Phosphopeptiden zu ermöglichen, als auch Immoni-
umionen erfassen zu können. Anfangs wurden die HCD Spektren mit einer Auflösung von 15.000 
aufgezeichnet. Der Ionentransfer und die Messung der Fragmente nehmen ca. 22,5 ms in Anspruch.  
Zur gleichen Zeit werden Precursorionen für das nächste MS2 gesammelt. Es kann jedoch durchaus 
sein, dass hochabundante Signale den Targetwert früher erreichen. Um den Zeitraum daher ideal zu 
nutzen, wurde es hochabundanten Precursorionen erlaubt, den vorgegebenen Targetwert zu über-
schreiten und die 22,5 ms als Injektionszeit zu verwenden.Eine genaue Betrachtung der Injektionszei-
ten der identifizierten Peptide zeigt, dass in der Regel Injektionszeiten über 50 ms benötigt werden, 
sodass eine Erhöhung der Auflösung des MS2 auf 30.000 angezeigt ist. Bei dieser Auflösung stehen 
für die parallele Injektion 54 ms zur Verfügung. Diese Konditionen stellen einen guten Kompromiss 
zwischen einer guten Empfindlichkeit und einer ausreichenden Schnelligkeit dar.          
Eine ideale Nutzung von Scan- und Injektionszeit wäre bei einer dynamischen Abstimmung beider 
Parameter aufeinander gegeben. Angenommen es gilt ein relativ niedrig abundantes Precursorion zu 
sammeln. In diesem Fall würde die maximale Injektionszeit von 100 ms zum Erreichen des Target-
wertes komplett ausgereizt werden. In diesem Fall sollte die Scanzeit des vorangegangenen MS2 nicht 
bei einer Auflösung von R=30.000 enden, sondern die Aufzeichnung des Transients verlängert wer-
den, sodass Auflösungen R>60.000 erreicht werden würden. Diese Strategie würde die maximal mög-
liche Parallelität zwischen der Sammlung von Precusrorionen und der Detektion von Fragmentionen 
ermöglichen und bei gleichbleibend hoher Geschwindigkeit die Spektrenqualität erhöhen. Da in einer 
datenabhängigen Top N-Methode in einem Zyklus die niedrig abundanten Precursorionen zuletzt er-
fasst werden, hätte dies zur Folge, dass insbesondere diese MS2-Spektren mit der höchsten Auflösung 
detektiert werden würden. Diese Eigenschaft ist ein wichtiger Aspekt um neue, niedrig abundante 
Peptidspezies zu erkennen. Die technologischen Voraussetzungen sind dafür bereits gegeben, die 
Steuerung dieser komplexen Vorgänge lässt sich jedoch noch nicht realisieren. 
Mit der auf Schnelligkeit und Empfindlichkeit optimierten HCD-Technik werden so viel wie möglich 
Precursorionen erfasst. Weist eines dieser Spektren eines der pLys-Immoniumionen auf, wird ein zu-
sätzlicher EThcD-Scan getriggert. Die hohe Massengenauigkeit des hochaufgelösten MS2 ermöglicht 
es dabei den Massenfehler auf wenige ppm zu begrenzen. Innerhalb des kleinen m/z-Fensters und an-
gesichts der sehr niedrigen m/z-Werte dieser diagnostischen Fragmente, ist falschpositives Triggering 




nahezu ausgeschlossen. Demnach ist die zu erwartende Anzahl an triggerten EThcD-Spektren sehr 
gering. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass für den zusätzlichen EThcD-Scan hohe Targetwerte in 
Kombination mit sehr langen Injektionszeiten und hohen Auflösungen gewählt werden können, um 
die maximale Empfindlichkeit erzielen zu können ohne entscheidend an Schnelligkeit zu verlieren. 
Besteht zusätzlich ein Interesse an der Identifizierung labiler Histidinphosphorylierungen, so ist die 
Implementierung des entsprechenden Phosphoimmoniumions (m/z 190,037) in die Methode möglich. 
 
 
3.5.2.7 Vergleich von Verfahren zur Anreicherung labiler Phosphorylierungen  
Mit den Entwicklungen der hochselektiven pLys-Immoniumionen-Trigger-Methode und einer zweck-
mäßigen Fraktionierungsmethode für labile Phosphorylierungen war die Basis für einen Vergleich 
verschiedener Anreicherungsverfahren für labil phosphorylierte Peptide gegeben. Bei dem Methoden-
vergleich wurden jeweils ca. 2 mg Peptide einer HeLa-Zellkultur eingesetzt. Eines der Verfahren be-
ruhte auf einer starken Anionenaustauschchromatographie (SAX). Als mobile Phase wurden Puffer 
aus Ammoniumacetat und Triethylammoniumphosphat, welche auf einen pH-Wert von 6,8 eingestellt 
wurden, eingesetzt, sodass die Trennung unter relativen „milden“ Bedingungen erfolgte. Um unspezi-
fische hydrophobe Wechselwirkungen zu reduzieren, wurden 10% Acetonitril (ACN) hinzugefügt. Die 
Fraktionierung der Peptide lässt sich automatisieren, einfach überwachen und ist reproduzierbar. Die 
anschließende Entsalzung der Fraktionen ist jedoch mit einem erheblichen Arbeitsaufwand verbunden. 
Der überwiegende Teil der Peptide erfährt nur eine geringe Retention auf der Säule und wird in den 
ersten Fraktionen gesammelt. Dies gilt es bei der folgenden nanoLC-MS zu berücksichtigen. Für die 
Studie dieses Anreicherungsverfahrens wurden alle Fraktionen und die Injektionsvolumina der ersten 
Fraktion entsprechend angepasst. Phosphorylierte Peptide erfahren eine stärkere Retention auf der 
SAX-Säule als unphosphorylierte und können demnach abgetrennt werden. Im Gegensatz dazu wech-
selwirken Peptide mit sauren Aminosäuresequenzen ebenfalls stark mit der stationären Phase, sodass 
eine Differenzierung gegenüber Phosphopeptiden nicht möglich ist. 
Als zweites Verfahren wurde ein modifiziertes auf TiO2-Anreicherung basierendes Protokoll einge-
setzt. Es sieht eine Anreicherung unter schwach sauren Bedingungen vor. In einem Batchverfahren 
erfolgt in diversen TiO2-Zyklen eine kontinuierliche Abreicherung hochabundanter Peptide und eine 
Anreicherung von Phosphopeptiden. Der Arbeitsaufwand  ist vergleichbar mit der SAX-Anreicherung. 
Für die Beladung der TiO2-Beads werden saure pH-Werte von 2,7 oder 3,2 eingesetzt. Die milderen 
Bedingungen reduzieren das Risiko der Hydrolyse labiler Phosphorylierungen, erhöhen jedoch gleich-
zeitig die Anzahl an gebundenen Peptiden mit sauren Aminosäureabschnitten. Das Protokoll wurde 
bereits erfolgreich bei der Anreicherung labiler Argininphosphorylierungen im Phosphoproteom von 
S. aureus eingesetzt.36 Inwieweit sich diese Ergebnisse auf die komplexeren humanen Proteome über-
tragen lassen, musste untersucht werden. 




Als letztes wurde das Potential eines IMAC-basierten Verfahrens untersucht. Für die Anreicherung 
wird das Peptidgemisch vor der Trennung auf einem pH-Wert von 2,3 gebracht. Danach wird die Säu-
le mit einer niedrigen Flussrate unter sauren Bedingungen mit den Peptiden beladen. Im Anschluss 
wird die Säule unter einer erhöhten Flussrate gewaschen. Um hydrophobe Wechselwirkungen zu redu-
zieren wurde der Wasch- und Transportlösung 30% Acetonitril hinzugefügt. Aufgrund des niedrigen 
pH-Wertes (<3) ist eine Differenzierung zwischen phosphorylierten Peptiden und sauren Aminosäu-
resequenzen realistisch. Insgesamt befinden sich die Peptide über einen akzeptablen Zeitraum von 
ca. 12 min in saurer Lösung. Für die Elution der gebundenen Phosphopeptide wird auf eine Ammoni-
aklösung gewechselt und eine Fraktion aufgefangen. Bevor die basische Komponente das System ver-
lässt, wird bereits ein Teil der sauren Lösung gesammelt und vorgelegt, sodass das finale Eluat ein pH-
Wert von 8 aufweist (vgl. Abbildung 72). Diese Erweiterung des Intervalls gewährleistet, dass die 
Peptide nach dem Verlassen der Anlage unter idealen Bedingungen gelagert sind und gleichzeitig er-
höht sie die Robustheit des Verfahrens, da somit Schwankungen im Retentionsverhalten kompensiert 
werden können. Von Nachteil ist, dass sich das Volumen des Eluats vergrößert, sodass für das an-
schließende Einengen in der Vakuumzentrifuge eine Aliquotierung vorgenommen werden muss. 
 
 
Abbildung 72: Chromatogramm und Gradient der IMAC-Phosphopeptidanreicherung eines HeLa-Proteoms.  
Die unphosphorylierten Peptide haben eine geringe Wechselwirkung mit der stationären Phase und verlassen die 
HPLC frühzeitig. Um sicher zu stellen, dass alle angereicherten Phosphopeptide aufgefangen werden und ein 
pH-Wert von acht eingestellt ist, wird über einen relativ langen Zeitraum das Eluat gesammelt. 
 
Prinzipiell lässt sich das Verfahren sehr gut automatisieren, beobachten und reproduzieren. Da die 
Probe vor der Anreicherung angesäuert wird, sind jedoch lange Sequenzen aufeinanderfolgender An-
reicherungen labiler Phosphorylierungen in Abwesenheit nicht möglich. Allgemein beansprucht dieses 
Verfahren den geringsten Arbeitsaufwand aller untersuchten Ansätze. Das Potential dieses Verfahrens 
wurde bereits in einer Phosphoproteomstudie von E. coli demonstriert, wobei ca. 200 Histidinphos-




phorylierungsstellen identifiziert wurden. Ob sich vergleichbare Ergebnisse bei komplexeren humanen 
Proteomen erzielen lassen, galt es zu untersuchen.26  
Abbildung 73 ist zu entnehmen, dass mit der IMAC-Anreicherung die meisten Phosphopeptide nach-
gewiesen werden konnten. Mit einer einzelnen Messung mit Hilfe der pLys-Immoniumionen-Trigger-
methode gelang der Nachweis von ca. 7000 Phosphopeptiden, wobei die phosphorylierten Peptide 
96,4% aller identifizierten Peptide einnahmen. Es wurden jedoch nur sehr wenige ETHCD-Spektren 




Ein weiteres Aliquot dieser Anreicherung wurde mit einer MS-Methode analysiert, bei der das Trigge-
ring auf dem Neutralverlust von 80 Da beruhte. In diesem Fall wurden ca. 4900 Phosphopeptide von 
5000 Peptiden erkannt. Der Anteil an phosphorylierten Peptiden war demnach sehr hoch, jedoch sank 
die Gesamtzahl an identifizierten Phosphopeptiden. Dies lag in der sehr hohen Anzahl an getriggerten 
EThcD-Spektren begründet, welche zu einer geringeren Gesamtanzahl an aufgezeichneten MS2 führte. 
Die ursprüngliche Annahme, dass bevorzugt labile Phosphorylierungen den Neutralverlust von 80 Da 
aufweisen, war anhand dieses Experiments in dem überwiegend Serin- und Threoninphosphorylierun-
gen das Triggering verursachten, widerlegt worden. Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse des 
Einzellaufes wurde eine weitere Anreicherung mittels IMAC durchgeführt und diese mit Hilfe der RP-
Fraktionierung bei pH=8 gesplittet. Die Verlängerung der LC-MS-Messzeit steigerte die Anzahl an 
identifizierten Phosphopeptiden auf ca. 19400, wobei ca. 85% aller identifizierten Peptide eine Phos-
phorylierung trug.  
Ein detaillierter Vergleich der verschiedenen Fraktionen zeigte, dass über 92% aller identifizierten 
Peptide in einer oder zwei Fraktionen nachgewiesen wurden (vgl. Abbildung 74). Diese geringe Pepti-
düberlappung zwischen mehreren Fraktionen zeigt, dass das chromatographische Verhalten der über-
wiegend phosphorylierten Peptide ideal mit dem gewählten Intervall von 1 min pro Fraktion harmo-

















Abbildung 73: Vergleich verschiedener 
Verfahren zur Anreicherung von 
Phosphopeptiden.  
 







Das SAX-basierte Verfahren und die TiO2-Anreicherung reichten nicht an die Leistungsfähigkeit des 
IMAC-Verfahrens heran. Im Gegenteil, mit ihnen konnte nur eine geringe Anzahl an Phosphopeptiden 
(SAX≈1800 & TiO2≈130) nachgewiesen werden. Der Hauptgrund dafür war die unzureichende Ab-
trennung unphosphorylierter Peptide. Ein Beleg dafür ist die Identifizierung von ca. 44.000 unphos-
phorylierten Peptiden in den SAX-Fraktionen und ca. 27.000 unphosphorylierter Peptide in der Ti-
tanoxidanreicherung. 
Eine endogene Lysinphosphorylierung wurde in keinem der drei Ansätze nachgewiesen. 
    
 
3.5.3 Analyse labiler Phosphorylierungen in HEK293-Zellen 
Unter Berücksichtigung der Ergebnisse aus den HeLa-Phosphoproteomstudien wurden phosphoprote-
omische Untersuchungen an HEK293-Zellen durchgeführt. Im Gegensatz zu den vorangegangenen 
Studien wurden vor dem Anreicherungsschritt jeweils fünf pLys und fünf pCys-Peptiden in Konzent-
rationen zwischen 500 und 1000 fmol, dem Peptidgemisch hinzugegeben. Die Proteine wurden ver-
daut und mittels TiO2 und dem IMAC/Fraktionierungsverfahren untersucht. Des Weiteren wurde in 
die pLys-Immoniumionen-Triggermethode zusätzlich das pHis-Immoniumion als ein diagnostisches 
Fragment implementiert, um ein zusätzliches EThcD-Spektrum zu triggern. 
Mit Hilfe der IMAC-Anreicherung und anschließender Fraktionierung wurden unter basischen Bedin-
gungen über 35400 Phosphopeptide nachgewiesen. Interessanterweise befanden sich darunter nicht die 
zugesetzten Standardpeptide. Der überwiegende Teil an identifizierten Phosphopeptiden enthielt pSer, 
pThr und pTyr. Dennoch stellte der Ansatz sein Potential zum Nachweis endogener labiler Phosphory-





























































Peptidüberschneidung (%) nach basischer 
RPLC-Fraktionierung  
Abbildung 74: Peptidüberlappung nach 
IMAC-Anreicherung und Fraktionierung. 
Die überwiegende Mehrheit der Phosphopep-
tide wurde in einer oder zwei Fraktionen 
nachgewiesen. Diese geringe Überlappung 
zeigt, dass die Mehrzahl der Peptide mit 
Peakbreiten ≤1 min in der ersten Dimension 
eluieren. 




werden während der Datenbanksuche fälschlicherweise als Cysteinphosphorylierungen mit einer rela-
tiv großen Massenabweichung nachgewiesen. Beispielweise wurde das cysteinmodifizierte Peptid 
NsCLTNFHGMDLTR mit einer Massenabweichung von -6,8 ppm erkannt. Eine globale Betrachtung 
aller PSMs zeigte jedoch, dass der überwiegende Teil der zugeordneten Spektren eine Massenabwei-
chung kleiner 2 ppm aufwies, sodass eine Phosphorylierung des Cysteinrestes ausgeschlossen werden 
konnte (vgl. Abbildung 75). 
 
  
Abbildung 75: (a) Anzahl der PSMs und deren Massenabweichung. (b) Massenabweichung der PSMs in 
Abhängigkeit der Retentionszeit. 
Jeder Datenpunkt entspricht einem PSM. Eine globale Betrachtung der PSMs zeigt, dass der überwiegende Teil 
der identifizierten Peptide eine Massenabweichung ≤2 ppm aufweist.  
 
Proteine die Cysteinsulfatierungen trugen, waren z.B. das 40S ribosomale Protein S3a (RPS3A) an der 
Position Cys-96 und das heterogene Nuclearribonucleoprotein (HNRNPD) an der Position Cys-226. 
RPS3A bindet unter anderem an nicht translatierte mRNA-Regionen (5`-UTR) und an RNA.292, 293 
HNRNPD steht im Zusammenhang mit DNA- und Chromatinbindung. Es bindet mit hoher Affinität 
an RNA-Moleküle, welche vermehrt AU-Bestandteile enthalten.294 Diese wiederum werden in zahlrei-
chen proto-onkogenen und zytokiner mRNA gefunden.295 Außerdem wurde eine spezifische Wech-
selwirkung mit einzel- und doppelsträngiger DNA nachgewiesen, wobei es als Transkriptionsfaktor 
fungiert. Außerdem spielt es eine Rolle bei der rhythmischen Expression zirkadianer Uhrgene. Es bin-
det an die nicht translatierte Region (3`UTR) der Cryptochrome 1 (Cry1) mRNA und bewirkt die 
rhythmische Translation von Cry1. Interessanterweise geschieht dies in Wechselwirkung mit Initia-
tionfaktoren, welche die 40S ribosomale Untereinheit für die Translation rekrutieren.296 
Studien von Proteinsulfatierungen beschränkten sich bislang vor allen Dingen auf Tyrosinreste. So 
wurde gezeigt, dass Tyrosinsulfatierungen vorwiegend bei sekretorischen oder membrangebundenen 
Proteinen auftreten und extrazelluläre Protein-Protein-Interaktionen beeinflussen. Die Übertragung des 
Sulfatrestes erfolgt dabei von Phosphoadenosinphosphosulfat (PAPS) mittels Tyrosyl-Sulfotransfera-




















































tiert und demzufolge deren Funktion unbekannt. Für die Analyse von Cysteinphosphorylierungen ist 
die Existenz dieser Modifikation ebenfalls von großer Bedeutung. Nur auf Basis einer hohen Massen-
genauigkeit und einer ganzheitlichen Betrachtung der einzelnen Messung, wie im oberen Beispiel 
demonstriert, ist eine zweifelsfreie Differenzierung beider Spezies gegeben. 
Darüber hinaus wurden Aspartatphosphorylierungen der Amylase-alpha 1 (AMY1A) an Position 
D128 und der Isozitratdehydrogenase Untereinheit Gamma (IDH3G) an Position Asp-85 nachgewie-
sen. AMY1A ist ein Enzym, das in der Lage ist 1-4-α-D-glykosidische Bindungen zu spalten.297 
IDH3G sorgt für die allosterische Regulation, des Enzyms, welches die Decarboxylierung von Isozi-
trat zu α-Ketoglutarat katalysiert.298  
Ferner wurde eine Phosphorylierung des Argininrestes Arg-314 des Zinkfinger-FYVE-domäne-
enthaltenden Proteins 26 (ZFYVE26) beobachtet. Dieses Protein ist in der Lage Phosphatidylinositol-
3-phosphat zu binden und wird für den Abspaltungsschritt während der Zytokinese benötigt.299   
Außerdem wurde bei einer Retentionszeit von 25,17 min in einem HCD-Scan ein kleines Signal mit 
einem m/z-Verhältnis von 190,036 detektiert, welches somit innerhalb des zugelassenen Massenfehlers 
von 10 ppm für ein pHis-Immoniumion lag, sodass ein  zusätzliches EThcD-Spektrum desselben 
Precursorions generiert wurde (vgl. Abbildung 76).  
 
 
Abbildung 76: Nachweis der endogenen Histidinphosphorylierung von Premalin-A/C. 
(a) Getriggertes ETHCD-Spektrum mit dazugehöriger Sequenzabdeckung des histidinphosphorylierten Peptides 
GRASSpHSSQTQGGGSVTK. Die y-Serie ist lückenlos, bricht allerdings an der Position der labilen Modifika-
tion ab. Dieser Bereich wird durch c- und z-Ionen abgedeckt, sodass eine eindeutige Unterscheidung der fünf 
benachbarten potentiellen Phosphorylierungsstellen möglich ist. (b) HCD-Spektrum, welches das pHis-
Immoniumion enthielt und das EThcD-Spektrum triggerte.    
Dieses Spektrum wies eine lückenlose Sequenzabdeckung auf und lokalisierte eindeutig die Hisitidin-
phosphorylierung an Position His-6 im Peptid (Sequest Xcorr score: 8,40 & ptmRS Positionswahr-




scheinlichkeit >99%). Hervorzuheben ist, dass sich in Richtung des N- und-C-Terminus der Histindin-
phosphorylierungsstelle jeweils zwei Serinreste innerhalb der Peptidsequenz (GRASSpHS-
SQTQGGGSVTK) befanden. Dennoch war eine zweifelsfreie Zuordnung dieser äußerst labilen Phos-
phorylierung möglich. 
Das Peptid war Bestandteil des Proteins Premalin-A/C (LMNA) und weist die Histidinphosphorylie-
rung an der Stelle His-405 nach. Lamin A und C sind Bestandteil der Kernlamina von Säugern und 
spielen eine wichtige Rolle beim Aufbau des Zellkerns, der strukturellen Organisation des Chromatins 
und der Kernmembran. Des Weiteren sind sie ein essentieller Bestandteil bei der Entwicklung des 
peripheren Nervensystems, der Skelettmuskulatur und dessen Proliferation.300, 301   
Die PSMs, welche für den Nachweis der labilen Modifikationen herangezogen wurden, sind dem An-
hang zu entnehmen. Besteht ein weitergehendes Interesse an den identifizierten PTMs, so ist ein Ab-
gleich mit synthetischen Referenzpeptiden angezeigt.  
Obwohl auch dieser Ansatz den ersten Nachweis einer endogenen Lysinphosphorylierung schuldig 
blieb, so untermauern die gezeigten Beispiele die Leistungsfähigkeit der HCD-Immoniumionen-Trig-
germethode, große Teile des Phosphoproteoms adäquat abzubilden, ohne Kompromisse in Bezug auf 
die sichere Erkennung der äußerst labilen Lysin- und Histinphosphorylierungen eingehen zu müssen.          




3.6 Tandem-MS von pyrophosphorylierten Peptiden 
In vitro Markierungsstrategien haben in den vergangenen Jahren zur Identifizierung einiger Protein-
pyrophosphorylierungen in Hefe und Säugerzellkulturen geführt.23, 49, 50 Um die biologische Relevanz 
dieser PTMs zu untersuchen, wurde ein Anreicherungsverfahren und ein Syntheseansatz zur 
Darstellung von pyrophosphorylierten Peptiden entwickelt (vgl. Kapitel 1.1.3 & 1.2.3.).74, 143 Der 
direkte Nachweis, dass die Proteinpyrophosphorylierung in vivo exisiert, ist jedoch bislang nicht 
gelungen.   
Die Gründe dafür sind vielfältig: Zum einen ist die Modifikation in polysaure Aminosäuresequenzen 
eingebettet. Zum anderen enthalten pyrophosphorylierte Aminosäuresequenzen meist diverse poten-
tielle Modifizierungsstellen. Die größte analytische Herausforderung besteht allerdings darin, pyro-
phosphorylierte Peptide von ihren diphosphorylierten Gegenspielern gleicher Aminosäuresequenz zu 
unterscheiden. Vor diesem Hintergrund wurde im Labor von Prof. Fiedler durch Dr. Yates eine 
Auswahl bereits charakterisierter und potentiel pyrophosphorylierter Peptidsequenzen und deren 


















Abbildung 77: Beispiel für isobare pyro- und diphosphorylierte Peptide. 
 
Die abgebildte Peptidsequenz stammt aus dem Protein Puf6 (Pumilio-homology domain family) aus dem 
Proteom von S. cerevisiae. Puf6 wurde bereits in der Literatur als doppelt phosphoryliert an den Positionen Ser-
34 und Ser-35 beschrieben und stellt eine mögliche in vitro Pyrophosphorylierungsstelle dar.50, 302 




3.6.1 Chromatographisches Verhalten pyro- und diphosphorylierter Peptide 
Chromatographische Trennungen mittels RP-Chromatographie haben gezeigt, dass di- und pyrophos-
phorylierte Peptide ein ähnliches Verhalten aufweisen. Beide Spezies erfuhren eine ausreichende 
Retention unter diesen Bedingungen, wiesen jedoch erheblich größere Peakweiten im Vergleich zu 
unmodifizierten oder einfach phosphorylierten Peptiden auf. Während in einem gebräuchlichem 
nanoLC-Gradient mit einer Trennzeit von 60 min Peakhalbwertsbreiten von ca. 6-7 Sekunden für 
unmodifizierte Peptide erreicht werden, wurden für die multipel phosphorylierten Peptide Breiten von 
20 Sekunden bis hin zu mehreren Minuten detektiert. Dies war für die Identifizierung von 
pyrophosphorylierten Peptiden von besonderem Interesse, da bei gleich bleibender Peakfläche die 
Signalintensität durch eine Peakverbreiterung sinkt. Gilt es äußerst niedrig abundante Precursorionen 
zu identifizieren, könnten somit deren Signalintensitäten nicht ausreichen, um diese zu erfassen.  
Ein weiterer, wichtiger Aspekt waren die Retentionszeiten beider isobarer Spezies. Diese unter-
schieden sich für die untersuchten Paare nur um 20-30 Sekunden, wobei bei allen Paaren das 
disphosphorylierte Peptid früher eluierte (vgl. Abbildung 78).  
 
 
Abbildung 78: Chromatograpisches Verhaltens von di- und pyrophosphorylierten Peptiden.  
Reversed-phase Chromatographie der Peptide P2-4 und PP-4 sowie P2-6 und PP-6. Es sind die jeweiligen 
extrahierten Ionenchromatogramme sowie die Retentionszeit der einzelnen Peaks dargestellt. Die isobaren 
Peptide eluieren innerhalb einer halben Minute und sind nicht basisliniengetrennt.   
 
Dieses Ergebnis hat weitreichende Folgen: In einem phosphoprotemischen bottom-up-Ansatz werden 
die Peptide mit Hilfe der datenabhängigen Aufzeichnung erfasst. Um hochabundante Precursorionen, 




welche große Peakbreiten aufweisen, nicht mehrfach zu fragmentieren, werden diese nach ihrer 
Erfassung für einen bestimmten Zeitraum von weiteren Fragmentierungen ausgeschlossen 
(dynamische Ausschlusszeit, vgl. Kapitel 1.2). Diese dynamische Ausschlusszeit beträgt allgemein 
40-60 Sekunden. Daraus resultiert, dass in einem ungezielten phosphoproteomischen Ansatz zwar das 
diphosphorylierte Peptid fragmentiert werden würde, aber aufgrund der sehr ähnlichen Retentions-
zeiten die pyrophosphorylierte Spezies nicht erfasst werden würde, sollten beide Spezies gleichzeitig 
auftreten. Dies kann nur durch eine Verkürzung der dynamischen Ausschlusszeit auf 15-20 Sekunden 
umgangen werden. Im Umkehrschluss erfordert dies eine äußert schnelle und empfindliche Fragmen-
tierunstechnik. Der Einsatz kurzer dynamischer Ausschlusszeiten war aus einem weiteren Grund von 
Relevanz. Die ähnlichen Retentionszeiten und relativ großen Peakbreiten verhinderten eine chromato-
graphische Basislinientrennung beider Spezies, sodass große Teile der Peakflächen überlappten. Die in 
diesen Bereichen generierten MS/MS-Spektren beinhalteten Fragmentionen beider Spezies, sodass 
eine zweifelsfreie Unterscheidung erschwert war. Kurze Ausschlusszeiten kombiniert mit einer 
schnellen Fragmentierungstechnik erlaubten es beide Precursorionen mehrfach zu fragmentieren und 
das Precursorion des pyrophosphorylierten Peptides in der zweiten Peakhälfte oder im Tailing zu 
erfassen.   
 
 
3.6.2 HCD-Fragmentierung pyro- und diphosphorylierter Peptide  
Nach der chromatographischen Trennung erfolgt die Ionisierung der Peptide mittels nanoESI im 
positiven Modus mit Sprayspannungen zwischen 2,1 und 2,4 kV. Unter diesen Ionisierungsbedin-
gungen konnte keine Hydrolyse pyrophosphorylierter Peptide beobachtet werden. Es konnten jedoch 
erhebliche Eisenaddukte der pyrophosphorylierten Peptide detektiert werden, sodass auf den Einsatz 
von Metallsprayern verzichtet wurde.  
Nach der erfolgreichen Ionisierung wurden die Peptide mit Hilfe eines scanneden Quadrupols isoliert 
und verschiedenen MS/MS-Experimenten unterzogen. Es gilt an dieser Stelle noch einmal hervor-
zuheben, dass sich di- und pyrophosphorylierte Peptide gleicher Aminosäuresequenz nur in einem 
diagnostischen Fragmention je Ionenserie voneinander unterscheiden, sodass eine Fragmentierungs-
technik benötigt wurde, welche in der Lage war, beide Spezies zu fragmentieren und eine sehr hohe 
Sequenzabdeckung zu generieren ohne dabei jedoch einen signifikanten Neutralverlust der Modifi-
kation hervorzurufen.  
Wie bereits ausführlich in Kapitel 1.2.5.2 beschrieben, deckt die HCD-Fragmentierung einen Großteil 
phosphoproteomischer Fragestellungen ab. Angesichts dessen wurden HCD-Fragmentierungsexperi-
mente der synthtischen Peptide vorgenommen. Und in der Tat wiesen HCD-Spektren von pyro- und 
diphosphorylierten Peptiden eine hohe Ausbeute an b- und y-Fragmentionen, welche aus einer 
effizienten Spaltung des Peptidgrückrates resultierten, auf.  




Exemplarisch dafür ist das HCD-Fragmentspektrum des Peptides PP-4 dargestellt. Die Abbildung 79 
verdeutlicht, dass HCD es erlaubte, eine lückenlose Sequenzabdeckung zu generieren. Somit war eine 
sichere Identifizierung der Aminosäuresequenz des Peptides gewährleistet. Desweiteren wird deutlich, 
dass zahlreiche Fragmentionen detektiert wurden, welche den labilen Pyrophosphatrest (PP) verloren 
haben. Da das untersuchte Peptid diverse potentielle Phosphorylierungsstellen in Form von Serinresten 
aufweist und diese zum Teil benachbart sind, war eine zweifelsfreie Unterscheidung zwischen pyro- 
und diphosphorylierten Peptiden gleicher Aminosäuresequenz und eine exakte Lokalisierung der 




Abbildung 79: HCD MS/MS Fragmentspektrum des Peptides ISIDppSSDEESELSKK PP-4.  
Eine hohe Sequenzabdeckung ermöglicht die Identifizierung der Aminosäuresequenz. Substanzieller Neutral-
verlust der Pyrophosphorylierung verhindert jedoch deren korrekte Idenitifizierung und Positionsbestimmung. 
 
Zusätzlich weist das Spektrum verschiedene Neutralverluste von 98, 178 und 196 Da von dem Precur-
sorion auf. Dieses Muster wurde auch in Fragmentspektren weiterer pyrophosphorylierter Peptide 
wiedergefunden, ließ sich jedoch nicht auf alle untersuchten Peptide und Ladungszustände übertragen. 
Insbesondere bei Precursorionen, welche im dreifachen Ladungszustand fragmentiert wurden, konnte 
dieses Triplett nicht reproduzierbar detektiert werden. Ein für die Pyrophosphorylierung eines Peptides 
charkterisitsches Phosphoimmoniumion wurde nicht erfasst. 




3.6.3 CID-Fragmentierung pyro- und diphosphorylierter Peptide   
Zusätzlich zu HCD wurde das CID-Fragmentierungsverhalten von di- und pyrophosphoryliertnen Peptiden 
untersucht. Von der CID ist bekannt, dass sie im Vergleich zu HCD eine geringere Fragmentierung des Peptid-
rückgrates von phosphorylierten Peptiden hervorruft und hochabundante Signale, resultierend aus Neutral-
verlusten von phosphoriger Säure und Phosphorsäure, erzeugt (vgl. Kapitel 1.2.5.2). Dieses Verhalten spiegelte 
sich auch bei der Fragmentierung der synthetischen diphosphorylierten Peptide wieder. CID-MS/MS-Spektren 
dieser Peptide waren dominiert von Neutralverlusten von 98 Da und 196 Da, welche aus der Abspaltung von 
einem beziehungsweise zwei Molekülen Phosphorsäure resultierten (vgl. Abbildung 80). Die ladungsunabhägige 
ß-Eliminierung unter Bildung eines Dehydroalanins ist ein potentieller Fragmentierungspathway, welcher die 
Eliminierung von einem oder zwei Molekülen Phosphorsäure beschreibt.303 
       
 
 
Abbildung 80: CID-MS/MS Spektren  isobarer di- und pyrophosphorylierter Peptide.  
Die Abbildung verdeutlicht das unterschiedliche Neutralverlustmuster der beiden Peptide P2-5 und PP-5. 
Während das diphosphorylierte Peptid Neutralverluste von 98 und 196 Da aufweist, zeigt das pyrophos-
phorylierte Peptid einen zusätzlichen Neutralverlust von 178 Da. 
 
Im Gegensatz zu den diphosphorylierten Peptiden zeigten die pyrophosphorylierten Peptide ein 
abweichendes Fragmentierungsverhalten. Zusätzlich zu den Neutralverlusten von 98 und 196 Da ließ 
sich reproduzierbar der Verlust von 178 Da mit hoher relativer Intensität detektieren (vgl.Abbildung 
80). Dieser Neutralverlust stammte von der Abspaltung von pyrophosphoriger Säure (H2P2O7) ab. Mit 
Hilfe hochaufgelöster CID-MS/MS Spektren, welche einen Neutralverlust von exakt 177,943 Da  
aufwiesen, konnte dies eindeutig nachgewiesen werden. Da der Neutralverlust von 178 Da 




ausschießlich bei pyrophosphorylierten Peptiden und nicht bei diphosphorylierten Peptiden detektiert 
wurde, bestand die Möglichkeit der zweifelsfreien Differenzierung zwischen beiden isobaren Spezies 
mittels CID-MS/MS. Unabhängig davon kann dieses charakteristische Fragmentierungsverhalten als 
Indikator für die Existenz eines pyrophoshorylierten Peptides fungieren.  
 
 
3.6.3.1 Faktoren die das Neutralverlustmuster beeinflussen 
Übereinstimmend mit vorangegangen Studien zum Fragmentierungsverhalten von Phosphopeptiden 
war das Ausmaß des Neutralverlustes abhängig von diversen Faktoren. Dazu zählen die Aminosäure-
sequenz des Peptides, die Aminosäure, welche die Phosphorylierung trägt, die angewandte Kollisions-
energie und der Ladungszustand der Precursorions.303-307  
Nach der ESI ist es durchaus möglich, dass ein Peptid sowohl als doppelt als auch als dreifach 
geladenes Precursorion vorliegt. Betrachtet man das Fragmentierungsverhalten der unterschiedlichen 
Ladungszustände eines Peptides, so wird deutlich, dass CID-MS/MS Spektren von dreifach geladenen 
di- und pyrophosphorylierten Precursorionen im Vergleich zu doppelt geladenen Precursorionen einen 
deutlich höheren Anteil an sequenzgebenden Ionen und reduzierte Signalintensitäten für Neutral-
verluste aufweisen. Exemplarisch dafür sind in Abbildung 81 die Fragmentspektren der isobaren 
Peptide P2-4 und PP-4 für die Ladungszustände zwei und drei dargestellt.  
Die Abbildung verdeutlicht drei wesentliche Aspekte: Zum einen ist ersichtlich, dass unabhängig vom 
Ladungszustand des Precursorions die unterschiedlichen Neutralverlustmuster von di- und pyrophos-
phorylierten Peptiden auftreten (98 & 196 Da gegenüber 98, 178, 196 Da). Des weiteren zeigt die 
Abbildung, dass mit steigendem Ladunsgzustand der Anteil an Fragmentierungen entlang des Peptid-
rückgrates zunehmen und somit mehr Informationen über die Peptidsequenz generiert werden. Diese 
Beobachtung deckt sich mit den Annahmen aus der mobile Protonentheorie zur Fragmentierung von 
Peptiden unter CID-Bedingungen (vgl. Kapitel 1.2.5.1). Von größter Bedeutung jedoch ist, dass bei 
dem pyrophosphorylierten Peptid das Signal, welches aus dem Neutralverlust von 178 Da resultiert, 
entweder den Basispeak des Fragmentspektrums darstellt oder zu den drei höchsten Signalen zählt.  
 





Abbildung 81: Einfluss des Ladungszustandes auf das Neutralverlustmuster von di- und pyrophosphorylierten 
Peptiden.  
Die MS/MS Spektren (a) und (b) zeigen das Fragmentierungsverhalten doppelt geladener Precursorionen und 
die Spektren (c) und (d) das von dreifach geladenen Vorläuferionen. Die Gegenüberstellung zeigt, dass mit 
steigendem Ladungszustand der Anteil an Fragmentierungen entlang des Peptidrückgrates zunimmt. Außerdem 
wird das unterschiedliche Neutralverlustmuster der beiden isobaren Spezies deutlich.   
 
Wie bereits in Kapitel 3.6 beschrieben, ist davon auszugehen, dass die Proteinpyrophosphorylierung 
vorwiegend in Sequenzabschnitten von Proteinen, bestehend aus zahlreichen Asparagin- und Gluta-
minsäureresten, zu erwarten ist. Außerdem können potentielle, pyrophosphoryliete Peptide einen 
hohen Anteil an Serin- und Threoninresten enthalten. Wird eine solche Aminosäuresquenz, welche 
diverse Hydroxyl- und Carboxylfunktionen enthält, mittels CID fragmentiert, so erhält man ausge-
prägte Neutralverluste an Wasser (18 Da). In Kombination mit dem charakteristischen Neutralverlust 
von 178 Da resultiert daraus ein Fragmention, welches formal einem Neutralverlust von 196 Da 
entspricht. Diese kombinierten Neutralverluste könnten zur Folge haben, dass der diagnostische Neu-




tralverlust von 178 Da nicht mehr zuverlässig erkannt- und ein pyrophosphoryliertes Peptid fälsch-
licherweise als diphosphoryliertes Peptid identifiziert wird. Vor diesem Hintergrund wurde das über 
eine saure Aminosäuresequenz verfügende Peptid SSDSSppSSDSESESK (PP-3), welches zusätzlich 
diverse Serinreste enthält, synthetisiert und dessen Fragmentierungsverhalten untersucht. Das dazuge-
hörige CID-MS/MS Spektrum ist in Abbildung 82a dargestellt. Dieses Fragmentspektrum wurde mit 
einer NCE von 35%, welches weit verbreiteten Fragmentierungsbedingungen entspricht, aufgezeich-
net. Das Spektrum zeigt, dass die zusätzliche Eliminierung von Wasser zu einer signifikanten Reduk-
tion des Neutralverlustes von 178 Da und zu einem erheblichen Anstieg des Neutralverlustes von 
196 Da führte. Um die beträchtliche Eliminierung von Wasser zu reduzieren und die Signalintensität 
des diagnostischen Neutralverlustes von 178 Da zu erhöhen, wurde daher die Fragmentierungsenergie 
schrittweise verringert und somit der zusätzliche Neutralverlust von Wasser reduziert. Dies führte zu 
einem signifikanten Anstieg des diagnostischen Neutralverlustes von 178 Da (vgl. Abbildung 82).  
 
 a      NCE 35%                 b     NCE 30% 
           
   c                          NCE 25% 
 
Abbildung 82: Einfluss der NCE auf die Intensität der Neutralverluste.  
Die Veränderungen der relativen Intensitäten verschiedener Neutralverluste am Beispiel des Peptides SSDS-
SppSDSESESK. Eine Reduktion der NCE von 35% in Abbildung a auf 25% in Abbildung c führt zu einer Er-
niedrigung des Signals, welches aus dem Neutralverlust von 196 Da resultiert und zu einer signifikanten Erhö-
hung des 178 Da Neutralverlustes. Das Signal, welches den diagnostischen Neutralverlust repräsentiert, ist rot 
hervorgehoben.   




Tandemmassenspektrometrische Untersuchungen weiterer pyrophosphorylierter Peptide unter Ver-
wendung der reduzierten NCE zeigten, dass der Neutralverlust 178 Da konsistent zu den drei inten-
sivsten Signalen zählte und somit als ein bevorzugter Fragmentierungsweg auftritt. (vgl. Tabelle 4).  
Tabelle 4: Neutralverlustmuster isobarer di- und pyrophosphorylierter Peptide.  
Es sind die relativen Intensitäten und deren absolute Häufigkeit (N*) in Abhängigkeit vom Ladungszustand 
dargestellt.  
Peptid Peptidsequenz  (Herkunft) Precursorion 
Ladungszustand (z) 
98 Da Neutralverlust 178 Da Neutralverlust 196 Da Neutralverlust 
 rel. Int. [%] N rel. Int. [%] N rel. Int. [%] N 
P2-1 VNEDSPSpSpSSK (Gcr1-Hefe) 2 100 1 - - 40 3 
P2-2 SSEDpSpSEEEDKA  
(Nopp140-Säugetier) 
2 100 1 - - 48 2 
P2-3 SSDSpSpSDSESESK  
(AP3B1- Säugetier) 
2 28 4 - - 40 2 
P2-4 ISIDpSpSDEESELSKK  
(Puf6-Hefe) 
2 100 1 2 15 28 2 
P2-5 RSHHDDEEEpSpSEKK  
(Rpa34-Hefe) 
2 100 1 8 4 46 2 
P2-6 SKVEDAEYEpSpSDDEDEKLDK 
(Rrp5-Hefe) 
2 100 1 6 7 74 2 
P2-2 SSEDpSpSEEEDKA  
(Nopp140- Säugetier) 
3 100 1 - - 8 3 
P2-4 ISIDpSpSDEESELSKK  
(Puf6-Hefe) 
3 100 1 - - 44 4 
P2-5 RSHHDDEEEpSpSEKK  
(Rpa34-Hefe) 
3 100 1 3 5 86 2 
P2-6 SKVEDAEYEpSpSDDEDEKLDK 
(Rrp5-Hefe) 
3 100 1 - - 78 2 
PP-1 VNEDSPSppSSSK (Gcr1-Hefe) 2 42 3 54 2 100 1 
PP-2 SSEDppSSEEEDKA  
(Nopp140- Säugetier) 
2 34 3 100 1 48 2 
PP-3 SSDSSppSDSESESK  
(AP3B1- Säugetier) 
2 42 2 64 2 100 1 
PP-4 ISIDppSSDEESELSKK  
(Puf6-Hefe) 
2 100 1 40 2 22 3 
PP-5 RSHHDDEEESppSEKK  
(Rpa34-Hefe) 
2 100 1 26 3 32 2 
PP-6 SKVEDAEYEppSSDDEDEKLDK 
(Rrp5-Hefe) 
2 100 1 23 3 25 2 
PP-7 SHHDDEEESppSEKKK  
(Rpa34-Hefe) 
2 100 1 20 2 10 3 
PP-8 ISIDppTSDEESELSKK 
(Puf6;S→T-Hefe) 
2 100 1 28 3 34 2 
PP-2 SSEDppSSEEEDKA  
(Nopp140- Säugetier) 
3 100 1 60 2 15 4 
PP-4 ISIDppSSDEESELSKK  
(Puf6-Hefe) 
3 70 2 100 1 40 3 
PP-5 RSHHDDEEESppSEKK  
(Rpa34-Hefe) 
3 100 1 40 2 28 3 
PP-6 SKVEDAEYEppSSDDEDEKLDK 
(Rrp5-Hefe)  
3 36 2 100 1 25 3 
PP-7 SHHDDEEESppSEKKK  
(Rpa34-Hefe) 
3 100 1 82 2 15 3 
PP-8 ISIDppTSDEESELSKK 
(Puf6;S→T) 
3 70 2 100 1 92 2 
*N=1 entspricht dem Basepeak, N=2 dem zweitabundantesten Signale des Spektrums usw. 
  




Ein weiterer Faktor, der Einfluss auf das Neutralverlustmuster während CID nimmt, ist der Aminosäu-
rerest, welcher die Phosphorylierung trägt. Wenngleich die natürliche Häufigkeit von Serinphosphory-
lierungen die der Threoninphosphorylierungen deutlich übersteigt und somit auch die zu erwartenden 
Pyrophosphorylierungsstellen in vivo primär an Serinresten stattfinden sollten, so konnte eine  
Threoninpyrophosphorylierung vorab nicht ausgeschlossen werden. Vor diesem Hintergrund wurde 
das pyrophosphorylierte Peptid KIHDppTSDEDMAINGLER synthetisiert und mittels CID-MS/MS 
fragmentiert. In der Tat wich das Fragmentierungsverhalten des threoninpyrophosphorylierten Pepti-
des geringfügig ab. Zwar zeigte das Peptid das gleiche charakteristische Neutralverlustmuster eines 
pyrophosphorylierten Peptides. Gleichzeitig war jedoch ein höherer Grad an Fragmentierungen ent-
lang des Peptidrückgrates zu verzeichnen (vgl. Abbildung 83).  
 
 
Abbildung 83: CID-MS/MS-Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides KIHDppTSDEDMAINGLER. 
 
Um zu untersuchen, ob dieses Fragmentierungsverhalten einzig aus der Pyrophosphorylierungsstelle 
resultierte und um auszuschließen, dass es sich dabei um aminosäuresequenzspezifische Eigenschaften 
handelte, wurde das Fragmentierungsverhalten der Peptide ISIDppSSDEESELSKK (PP-4) und 
ISIDppTSDEESELSKK (PP-8), welche sich ausschließlich in dem modifizierten Aminosäurerest un-
terschieden, näher untersucht. Abbildung 84 ist zu entnehmen, dass das Peptid (PP-8), welches den 
Pyrophosphothreoninrest beinhaltete, das gleiche charakteristische Neutralverlustmuster von 98, 178 
und 196 Da zeigte, wobei alle drei Signale zu den abundantesten zählten. Ferner fällt auf, dass der 
Anteil an Fragmentierungen des Peptidrückrates, wie bereits im Peptid KIHDppTSDEDMAINGLER 
etwas höher im Vergleich zu seinem serinpyrophosphorylierten Counterpart war, ein Verhalten, wel-
ches sich mit Beobachtungen aus Studien zum Fragmentierungsverhalten von serin- und threonin-




phosphorylierten Peptiden deckt.306 Die sterische Hinderung der β-Methylgruppe in der Threoninsei-
tenkette ist möglicherweise für diesen Effekt verantwortlich.304  
 
 
Abbildung 84: Vergleich des CID Fragmentierungsverhaltens der zwei pyrophosphorylierten Peptide (PP-4) und 
(PP-8).  
Der Austausch des Aminosäurerestes, welche die Pyrophosphorylierung trägt, führt zu einer erhöhten 
Fragmentierung des Peptidrückgrates. 
 
De Gnore et al. hatten mit Hilfe von niedrigaufgelösten Ionenfallen MS/MS-Spektren eines threonin-
phosphorylierten Peptides gezeigt, dass diese Modifikation neben dem Neutralverlust von 98 Da zu-
sätzlich einen Neutralverlust von 80 Da generieren kann.308 Ein diphosphoryliertes Peptid, welches 
eine Serin- und eine Threoninphosphorylierung beinhaltet, könnte demzufolge einen Neutralverlust 
von 178 Da erzeugen und möglichweise falschpositive Ergebnisse provozieren. Unter Berücksichti-
gung dessen wurde das diphosphorylierte Peptid KIHDpTpSDEDMAINGLER einer kollisionsindi-
zierten Fragmentierung unterzogen. Hier ergab die Fragmentierung des dreifach protonierten Peptides 
(m/z 701,953) ein Signal, welches dem Neutralverlust von 178 Da hätte entsprechen können. Detail-
lierte Untersuchungen dieses Fragmentions mittels hochauflösender Massenspektrometrie zeigten 
jedoch, dass es sich dabei um ein Fragment des Peptidrückgrates handelte. Sowohl der Ladungszu-
stand als auch die exakt gemessene Masse des Fragments waren nicht in Einklang mit einem Neutral-
verlust von 178 Da zu bringen (vgl. Abbildung 85).  
 





Abbildung 85: CID-MS/MS-Spektrum des dreifach geladenen Precursorions m/z 701,953 des Peptides 
KIHDpTpSDEDMAINGLER.  
Der Ausschnitt aus dem Fragmentspektrum zeigt, dass sowohl der Ladungszustand (z=2) als auch das exakte 
Masse zu Ladungsverhältnis von m/z 644,239 nicht einem Neutralverlust von 178 Da entspricht.  
 
Außerdem war die relative Abundanz des gemessenen Signals vernachlässigbar klein im Vergleich zu 
den Signalen, welche bei pyrophosphorylierten Peptiden detektiert wurden.  
Diese Beobachtung untermauert aufs Neue, dass der charakteristische Neutralverlust von 178 Da als 
ein wichtiges Kriterium zur Unterscheidung isobarer di- und pyrophosphorylierter Peptide fungieren 
kann und dass das Neutralverlustmuster ein erster, wichtiger Indikator für die Anwesenheit eines py-
rophosphorylierten Peptides ist. Dennoch war eine zweifelsfreie Lokalisierung der Modifizierungsstel-
le aufgrund der erheblichen Verluste der Pyrophosphorylierung mit Hilfe von kollisionsbasierten 
Fragmentierungstechniken unmöglich.   
 
 
3.6.4 Ionenmobilität pyro- und diphosphorylierter Peptide 
In Kapitel 3.6.1 (Abbildung 78) wurde darauf eingegangen, dass di- und pyrophosphorylierte Peptide 
ein ähnliches RP-chromatographisches Verhalten aufweisen. Fragmentspektren isobarer, coeluierender 
Peptide weisen Fragmente auf, welche beiden Spezies zugeordnet werden können, in dessen Folge 
eine zweifelsfreie Unterscheidung erschwert oder unmöglich ist. Die Ionenmobilität bietet eine kom-
plementäre Trenndimension zur RP-Chromatographie. Unter Berücksichtigung dessen wurden Ionen-
mobilitätsstudien von di- und pyrophosphorylierten Peptiden durchgeführt. Ohne eine vorangegangene 




chromatographische Trennung wurden Mischungen der isobaren Peptide mit einem TIMS-TOF In-
strument untersucht.  
Für die Ionenmobilitätstrennung wurden maximal 100 ms verwandt. Die Elution der Precursorionen 
aus der Mobilitätszelle, deren Isolierung und Fragmentierung erfolgte binnen weniger Millisekunden. 
Abschließend wurden die Fragmente innerhalb von 110 μs detektiert. Dieser kurze Messzyklus ermög-
lichte es, mehrere extrahierte Ionenmobilogramme verschiedener Fragmente sehr schnell hintereinan-
der aufzuzeichnen. Exemplarisch dafür sind in Abbildung 86 die Ionenmobilogramme der Precursori-
onen (blau), der unspezifischen Neutralverluste von 98 und 196 Da (rot) und des Neutralverlustes von 
178 Da (grün) der dreifach protonierten Peptide SKVEDAEYEppSSDDEDEKLDK und 
SKVEDAEYEpSpSDDEDEKLDK bei verschiedenen Auflösungen abgebildet (vgl. Abbildung 86). 
 
 
Abbildung 86: Ionenmobilitätsspuren der Peptide SKVEDAEYEppSSDDEDEKLDK und 
SKVEDAEYEpSpSDDEDEKLDK. 
Die extrahierten Ionenmobilogramme der Precursorionen sind blau, der Neutralverluste von 98 & 196 Da rot und 
des Neutralverlustes von 178 Da grün dargestellt. Eine Erhöhung der Auflösung führt zu einer geringfügigen 
Trennung der Precursorionen (mittlere Abbildung). Anhand des extrahierten Ionenmobilogramms des diagnosti-
schen Neutralverlustes ist eine Unterscheidung beider Spezies möglich (untere Abbildung). 
 
Die Ionenmobilitätsprofile der Precursorionen und der Fragmentionen zeigen drei verschiedene Peak-
maxima. Zwei dieser Maxima stammen von den Precursorionen und dem unspezifischen Neutralver-
lusten. Eine Erhöhung der Auflösung führt zur Ausbildung einer Schulter bei den Ionenmobilogram-
men des Precursorions und der Neutralverluste von 98 und 196 Da, sodass von einer beginnenden 
Trennung der isobaren Precursorionen ausgegangen werden kann. Diese Beobachtung deckt sich mit 




dem Ionenmobilogramm des pyrophosphospezifischen Neutralverlustes. Daraus lässt sich ableiten, 
dass das diphosphorylierte Peptid zwei Protomere aufweist, wohingegen das pyrophosphorylierte Pep-
tid nur ein Protomer bildet. Die Messung der reinen Standardpeptide stützte diese These (siehe An-
hang). Die gewünschte Basislinientrennung der Precursorionen wurde in dem gezeigten und weiteren 
Beispielen isobarer Peptide zwar nicht erreicht, dennoch war eine Unterscheidung anhand der Ionen-
mobilogramme des diagnostischen Neutralverlustes von 178 Da möglich, sodass die IM-MS ein nütz-
liches Werkzeug bei der Verifizierung einer Peptidpyrophosphorylierung darstellt. Die größte Heraus-
forderung, die eindeutige Lokalisierung der Pyrophosphorylierungsstelle, lässt sich jedoch nicht mit 
Hilfe der IM-MS realisieren, sodass verschiedene ETD-basierte Tandem-MS-Experimente erprobt 
wurden.     
 
 
3.6.5 Zweifelsfreie Lokalisierung von Pyrophosphorylierungsstellen mittels EThcD 
Fragmentionenserien isobarer pyrophosphorylierter und diphosphorylierter Peptide (mit zwei benach-
barten, phosphorylierten Aminosäureseitenketten) unterscheiden sich jeweils nur in einem N-termi-
nalen und einem C-terminalen Fragmention. Für eine zweifelfreie Charakterisierung der Pyrophospho-
rylierungsstelle sind daher eine lückenlose Sequenzabdeckung oder zumindest Fragmentionen, welche 
die Modifizierungsstelle abdecken, unabdingbar. Bereits bei der Fragmentierung doppelt geladener 
Precursor wurde angedeutet, dass es möglich ist mit EThcD pyrophosphorylierte Peptide zu identifi-
zieren (vgl. Kapitel 3.2.2). An dieser Stelle soll anhand eines konkreten Beispiels noch einmal das 
Potential elektrontransfer-basierter Techniken gezeigt werden. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf der 
Stabilität der Pyrophosphorylierung unter den verschiedenen Fragmentierungsbedingungen und dem 
Grad der Sequenzabdeckung.  Abbildung 87 ist zu entnehmen, dass unter ETciD signifikante Mengen 
des Precursorions unfragmentiert bleiben und das Spektrum zusätzlich von dem ladungsreduzierten 
Precursorion dominiert ist.  
Die relative Abundanz der Fragmentionen ist gering und in der Regel unter 5%. Im Gegensatz dazu 
weist das EThcD-Spektrum eine höhere Fragmentierungseffizienz auf. Mit dieser Technik lässt sich 
eine vollständige Fragmentierung des Precursorions realisieren. In Folge dessen steigt auch die relati-
ve Abundanz der Fragmentionen erheblich an und erreicht Intensitäten von 10 bis 40%. Es jedoch 
nicht nur ein quantitativer Anstieg der Fragmentionen zu verzeichnen, auch die Anzahl der Fragmente 
nimmt signifikant über den gesamten m/z-Bereich des Spektrums zu. Insbesondere kleine Fragmente, 
welche zuvor abwesend waren, werden vermehrt durch die zusätzliche HCD-Aktivierung erzeugt. All 
dies erfolgt unter Erhalt der labilen Modifikation, wie die diagnostischen Fragmentionen c5, y11 und z11 
dokumentieren. Da für beide Techniken keine Migrationen einzelner Phosphatreste oder der gesamten 
Pyrophosphorylierung detektiert wurden, ermöglichten sie die zweifelsfreie Bestimmung der Modifi-




zierungsstelle an Position Ser-5 in PP-4. Aufgrund der besseren Sequenzabdeckung des Peptides ist 






Abbildung 87: Vergleich zwischen ETciD- und EThcD-MS/MS.  
Beide Fragmentierungstechniken ermöglichen eine Fragmentierung des Peptides PP-4 unter Erhalt der Pyro-
phosphorylierung. Das ETHCD-Fragmentspektrum weist jedoch eine bessere Fragmentierungseffizienz auf. Es 
ist kennzeichnet durch eine lückenlose Sequenzabdeckung ohne signifikanten Neutralverlust und enthält die 
diagnostischen Fragmentionen c5, z11 und y11, welche eine zweifelsfreie Lokalisierung der Pyrophosphorylie-
rungsstelle an Position Ser-5 des Peptides erlauben.  
 
Die zweifelsfreie Identifizierung der Pyrophosphorylierung implizierte, dass es möglich ist beide iso-
baren Peptide zu unterscheiden. Dennoch galt es, dies anhand eines diphophosphorylierten Peptides zu 
dokumentieren. Unter Berücksichtigung dessen wurde ein EThcD-Spektrum des diphosphorylierten 
Peptides P2-4 aufgezeichnet. In Abbildung 88 sind die für die Unterscheidung relevanten Ausschnitte 




der ETHCD-Spektren gegenübergestellt. Beide Peptide lassen sich ausschließlich durch Spaltungen 
des Peptidrückrates zwischen den Aminosäureresten Ser-5 und Ser-6 unterscheiden. Dementsprechend 
müssen sich das N-terminale Fragmention c5 und das C-terminale Fragmention z10 voneinander 
abweichen. Tatsächlich zeigt der Vergleich, dass in dem oben abgebildeten Fragmentspektrum des 
pyrophosphorylierten Peptides das Fragmention c5 etwa 80 Da größer ist als das des unten 
abgebildeten diphosphorylierten Peptides. Dies entspricht der Massendifferenz zwischen dem 
Phosphat- und dem Pyrophosphatrest. Die relative Abundanz des Fragmentions c5 von ca. 20% 
unterstreicht die hohe Fragmentierungseffizienz von EThcD und zeigt, dass die Pyrophosphorlierung 
stabil ist unter diesen Fragmentierungsbedingungen. Desweiteren kann ein mögliches Megrieren eines 
Phosphatrestes zu dem benachbarten Serinrest ausgeschlossen werden. Auf der anderen Seite kann 
auch eine Migration eines der Phosphatreste unter Formung eines Pyrophosphatrestes während des 
Fragmentierungsprozesses ausgeschlossen werden. Vergleicht man die entsprechenden z10 
Fragmentionen, so zeigt sich, dass widerrum ein Unterschied von 80 Da auftritt. Da nur das 




Abbildung 88: Vergleich von EThcD-Spektren der isobaren Peptide PP-4 und P2-4.  
Die Ausschnitte zeigen, dass sowohl Pyrophosphorylierungen als auch Phosphorylierungen stabil sind unter 
diesen Fragmentierungsbedingungen und keine Migrationen der Modifikationen auftreten. Somit ist eine eindeu-
tig Unterscheidung der verschiedenen Spezies anhand der unterschiedlichen Masse-zu-Ladungsverhältnisse der 
Fragmentionen c5, z11 und y11 möglich. 
 




Durch die zusätzliche HCD-Aktivierung nach dem ETD Prozess treten oftmals während EThcD b- 
und y-Fragmentionen auf (vgl. Kapitel 1.2.5.4). Interessanterweise können auch diese Fragmente, 
entgegen den Ergebnissen aus den HCD-Fragmentierunsexperimenten, labile Modifikationen tragen 
und zur Charakterisierung beitragen. Exemplarisch dafür sei das Fragmention y10 des doppelt 
phosphorylierten Peptides erwähnt, welches eindeutig eine Phosphorylierung trägt. Die Fragmentionen 
y10 und z10 bilden zusammen ein sogenanntes „goldenes Doublett“ und ermöglichen eine zweifelsfreie 
Bestimmung und Validierung von Phosphorylierungsstellen. Zusammen mit dem Fragmention c5 
lassen sich somit die beiden isobaren Spezies gleicher Aminosäuresequenz anhand von drei 
Fragmentionen mit Hilfe der EThcD-Fragmentierung charakterisieren.   
 
 
3.6.6 Neutralverlust getriggerte EThcD zur Identifizierung von Pyrophosphopeptiden  
Die vorangegangenen Kapitel haben gezeigt, dass EThcD die Methode der Wahl zur Identifizierung 
von pyrophosphorylierten Peptiden ist. Die Technik hat jedoch zwei wesentliche Nachteile im Ver-
gleich zu kollisionsbasierten Fragmentierungstechniken: Sie ist erheblich langsamer und verfügt über 
eine geringere Empfindlichkeit (vgl. Tabelle 5).  
 
Tabelle 5: Gegenüberstellung wesentlicher Fragmentierunsgparameter von CID und EThcD 
Parameter CID (Ionenfalle) EThcD Orbitrap; (R=15.000) 
AGC-Targetwert 5e3 5e4 
Durchschnittliche Injektionszeit  ca. 30-35 ms ca. 300-350 ms 
Maximale Injetionszeit 50 ms 500 ms 
Reaktionszeit für Fragmentierung 10 ms 
Doppelt geladene Precursorionen ca. 100 ms 
Dreifach geladene Precursorionen ca. 50 ms 
Vierfach geladene Precursorionen ca. 25 ms 
+ 5-15 ms zusätzliche HCD Aktivierung 
Parallelität mit MS1-Aufzeichnung Gegeben Nicht gegeben 
Messzeit für Detektion incl. 
Ionentransfer 
 23,5 ms 
Durchschnittliche Anzahl MS/MS 
pro Sekunde 
11-14 2-3 
Maximale Anzahl MS/MS pro 
Sekunde 
ca. 20 4-5 
 
Während für ein CID-Spektrum, erfasst in der Ionenfalle, ein AGC-Targetwert von 5 x 103 ausreichen 
um ein Peptid identifizieren zu können, müssen für ein aussagekräftiges EThcD-Spektrum ca. zehnmal 




mehr Ionen gesammelt werden. Dementsprechend höhere Injektionszeiten werden benötigt. Außerdem 
ist die Reaktionszeit des ETD-Prozesses länger als bei CID. Da EThcD-Spektren aufgrund ihrer inhä-
renten Komplexität in der Orbitrapzelle gemessen werden, wird zusätzliche Zeit für die Detektion in 
Anspruch genommen. Des Weiteren sind die parallele Erfassung eines hochaufgelösten MS1 und die 
Fragmentierung von Precusorionen in einem DDA-Experiment aufgehoben. In der Summe führt dies 
dazu, dass sich mit EThcD durchschnittlich drei bis maximal fünf Precursorionen pro Sekunde erfas-
sen lassen. Bei einer komplexen Probe sind diese Zykluszeiten bereits zu langsam. Wenn man berück-
sichtigt, dass in einer datenabhängigen Top N-Methode zuerst die hochabundaten Precursorionen 
fragmentiert werden, führt dies dazu, dass niedrig abundante und womöglich relevante Precursorionen 
nicht erfasst werden. Im Gegensatz dazu lassen sich mittels CID im gleichen Zeitraum bis zu 
20 Precursorionen fragmentieren und in der Ionenfalle detektieren. 
Ein Resumee der gewonnenen Erkenntnisse lässt nur einen Schluss zu: Die EThcD Fragmentierung ist 
für einen globalen phosphoproteomischen Ansatz nur bedingt geeignet und muss idealerweise selektiv 
nach Bedarf eingesetzt werden. Als nützlicher Indikator kann hierbei das charakterisitische Neutral-
verlustmuster pyrophosphorylierter Peptide unter kollisionsinduzierter Dissoziation mit reduzierter CE 
fungieren. In einem sogenannten Neutralverlust getriggerten EThcD MS/MS-Ansatz (DDNL-EThcD) 
werden demzufolge zu beginn möglichst viele Precursorionen mit hoher Geschwindigkeit und 
Empfindlichkeit mittels CID fragmentiert. Sobald im sogenannten Filterscan das charakterisitische 
Neutralverlustmuster pyrophosphorylierter Peptide auftritt, wird ein zuätzliches EThcD-MS2 von dem 
gleichen Precursorion erfasst. Das getriggerte EThcD-Spektrum wird direkt im Anschluss an das CID-
Spektrum oder nach Einschub eines zusätzlichen MS1 generiert, sodass nur der Bruchteil einer 
Sekunde zwischen der Erkennung des Neutralverlustmusters und dem eigentlichen ETHCD-Scan 
liegt. Somit wird sichergestellt, dass das Precursorion ,von Interesse, fragmentiert wird.  
Für die Erfassung des ETHCD-Spektrum wechselt das System in einen empfindlichen und selektiven 
targeted SIM-Modus. Der scannende Quadrupol isoliert dabei zu einem frühen Punkt der Ionenoptik, 
innerhalb eines schmalen m/z-Fensters von 1,2-1,4 Da ausschließlich das gesuchte Precursorion, 
welches im Anschluss der komplexen EThcD-Fragmentierung unterzogen wird.  
Ähnliche Ansätze wurden bereits auf dem Gebiet der Phosphoproteomic eingesetzt. Diese beschränk-
ten sich jedoch auf den Neutralverlsut von 98 Da. Um die Anzahl an falschpositiv getriggerten 
ETD-Spektren zu minimieren, erforderten diese Ansätze strikte Triggerkriterien (Signalintensität und 
Top N), in dessen Folge es zu einer signifikanten Anzahl an verpassten Phosphopeptidprecursorionen 
kam.221, 233 Im Gegensatz dazu ermöglicht das charakterisitische Neutralverlustmuster von pyrophos-
phorylierten Peptiden, sich auf mehrere Neutralverluste (98 & 178 Da) zu konzentrieren. Dies erhöht 
zum einen die Spezifität des Filterscans und ermöglicht zum anderen weniger restriktive Trigger-
kriterien. Daraus resultiert eine geringe Anzahl an falschpositiv getriggerten ETHCD-Spektren und 
gleichzeitig wird das Risiko an nicht erkannten pyrophosphorylierten Peptiden minimiert. Darüber 
hinaus erlaubt der DDNL-EThcD-Ansatz die Verwendung kurzer dynamischer Ausschlusszeiten, 




sodass beide isobaren Spezies innerhalb einer Probe erfasst werden können. Aufgrund der erheblich 
kürzeren Zykluszeit des CID-Scans erhöht sich die Anzahl an erzeugten MS/MS-Experimenten 
erheblich gegenüber einem gewönlichen, datenabhängigen EThcD-Ansatz. Des Weiteren eröffnet dies 
die Möglichkeit, lange Injektionszeiten für den EThcD-Scan einzusetzen, ein entscheidender Aspekt, 
um die Empfindlichkeit des EThcD-Scans zu erhöhen. Da man sich bei der Auswertung auf die 
getriggerten ETHCD-Spektren konzentriert, reduziert sich auch der zeitliche Aufwand für die 
bioinformatische Analyse erheblich.  
Basierend auf den Erkenntnissen zum Fragmentierungsverhalten pyrophosphorylierter Peptide lässt 
sich ein datenabhängiger Entscheidungsbaum entwickeln (vgl. Abbildung 89). 
Zur Demonstration der Leistungsfähigkeit des neutralverlustgetriggerten EThcD-Ansatzes wurde ein 
Experiment durchgeführt, bei dem ca. 100 fmol des Peptides ISIDppSSDEESELSKK (PP-4) in 
500 nmol eines standardisierten HeLa Proteinverdaus zugegeben wurden. Die Probe wurde mit Hilfe 
des nLC-ESI-DDNL-EThcD-Ansatzes analysiert (vgl. Abbildung 90). Ein CID-MS/MS Spektrum, 
aufgezeichnet bei einer Retentionszeit von 38,8 min, wies das charakteristische Neutralverlustmuster 
von 98, 178 und 196 Da auf. Die Neutralverluste zählten zu den abundantesten Signalen, wiesen eine 
relative Intensität größer 15% auf und erfüllten die Triggerkriterien. Das im Anschluss getriggerte 
EThcD-Spektrum wies eine lückenlose Sequenzabdeckung auf, sodass die Pyrophosphorylierung an-
hand der Fragmentionen y11 und z11 zweifelsfrei an Position S5 im Peptid identifiziert werden konnte. 
Hervorzuheben ist, dass es sich bei dem identifizierten Precursorion um ein zweifach positiv geladenes 
Ion handelte. Eine Sequenzierung des Peptides und die eindeutige Lokalisierung der Pyrophos-
phorylierungsstelle wären demzufolge sowohl mit HCD als auch mit ETD nicht möglich gewesen.  
Ein weiteres Aliquot der Probe wurde verwandt, um es mit einem standradmäßigen EThcD-Ansatz zu 
analysieren. Das Precursorion wurde dabei zwar im MS1-Scan detektiert, die lange Zykluszeit der 
EThcD-Fragmentierung verhinderte jedoch, dass dieses auch fragmentiert wurde. Ein weiterer Beleg 
dafür, dass die notwendige analytische Tiefe nur mit Hilfe der Schnelligkeit und Empfindlichkeit des 
DDNL-EThcD-Ansatzes erreicht werden kann.  
Darüber hinaus gilt es zu beachten, dass es sich bei der verwandten Probenmatrix in dem Modellexpe-
riment um ein komplettes Vollproteom ohne jegliche Anreicherung handelte. Bei der Identifizierung 
potentieller, endogener Pyrophosphorylierungsstellen ist davon auszugehen, dass zuvor eine phospho-
peptidspezifische Anreicherung erfolgt, sodass sowohl die Komplexität als auch der dynamische Be-
reich der Probe geringer sein sollten als in dem Modelexperiment. Außerdem ist davon auszugehen, 
dass das chromatographische Verhalten und die Ionisierungsfähigkeit der Phosphopeptide vergleich-
bar mit den pyrophosphorylierten Peptiden sein sollten. Trotz der größeren Herausforderungen, wäh-
rend des Experiments mit dem zugesetzten Peptid, gelang die sichere Identifizierung des pyrophos-
phorylierten Peptides. In Kombination mit einem pyrophosphospezifischen Anreicherungsverfahren 
sind mit dem DDNL-EThcD-Ansatz die Grundlagen für die Identifizierung der ersten endogenen Py-
rophosphorylierungsstellen gegeben.    




                         
 
Abbildung 89: Schema des datenabhängigen neutralverlustgertriggerten EThcD MS/MS-Ansatzes 
(DDNL-EThcD).309  
Nach einem hochaufgelösten MS1 werden in einer datenabhängigen Aufzeichnung mit hoher Geschwindigkeit 
möglichst viele Precursorionen mittels CID und einer reduzierten Kollisionsenergie erfasst (CID-Filterscan). 
Sobald das charakteristische Neutralverlustmuster eines pyrophosphorylierten Peptides mit den Neutralverlusten 
98 & 178 Da auftritt, wird ein zusätzliches ETHCD-Spektrum des gleichen Precursorions aufgezeichnet. Die 
Filterkriterien und die Fragmentierungsbedingungen des EThcD MS/MS-Scans unterscheiden sich dabei nach 
dem Ladungszustand des Precursorions. 
 





Abbildung 90: Identifzierung des Peptides (PP-4) in einem Spike-inexperiment mit Hilfe des DDNL-EThcD-
Ansatzes.  
(a) Totalionenstrom (TIC) des Hela Proteinverdaus. (b) Extrahiertes Ionenchromatogramm (XIC) des doppelt 
geladenen Precursorions m/z 913,872 des zugesetzten Peptides PP-4. Das pyrophosphorylierte Peptid, dessen 
Aminosäresequenz vorwiegend aus sauren Aminosäureresten besteht, weist eine ausreichende chromato-
graphische Retention und eine relativ große Peakbreite auf. (c) CID MS/MS-Spektrum mit den Neutralverlusten 
98, 178 und 196 Da erfasst bei einer Retentionszeit von 38,8 min. Die Neutralverluste 98 und 178 Da zählen zu 
den drei höchsten Signalen und übersteigen eine relative Abundanz von 20%. (d) Getriggertes ETHCD-
Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides ISIDppSSDEESELSKK. Das Spektrum weist trotz des niedrigen 
Ladungszustandes eine lückenlose Sequenzabdeckung ohne Verlust der labilen Modifikation auf. Die diag-









3.6.7 Identifizierung endogener Proteinpyrophosphorylierungen in S.cerevisiae 
Der DDNL-EThcD-Ansatz hat während des o.g. Experiments seine hohe Leistungsfähigkeit unter 
Beweis gestellt. Dies galt es, in Verbindung mit einem Pyrophosphopeptid spezifischen Anreiche-
rungsverfahren, auf ein Zelllysat von S.cerevisiae zu übertragen.143 Dazu wurden im Labor von Prof. 
Fiedler Hefezellen lysiert, die Proteine mit Trypsin verdaut und die entstandenen Peptide auf einen 
festphasen gebundenen, dinuklearen Zink(II)komplex gegeben (vgl. Kapitel 1.2.3). Nach einem 
Waschschritt wurden die immobilisierten Peptide mit anorganischem Pyrophosphat eluiert und mit der 
DDNL-EThcD-Methode analysiert (vgl. Abbildung 91).  
 
 
Abbildung 91: Workflow zur Identifizierung endogener Proteinpyrophosphorylierungen in S.cerevisiae. 
 
Die Auswertung der Messdaten ergab, dass der überwiegende Anteil an angereicherten Peptiden mehr-
fach phosphoryliert war. Es wurde jedoch auch eine geringe Anzahl an ETHCD-Experimenten getrig-
gert. Darunter triggerte das CID-MS/MS-Spektrum eines dreifach geladenen Precusorions mit m/z 
830,982. In Abbildung 92a ist das dazugehörige extrahierte Ionenchromatogramm abgebildet. Das 
Chromatogramm zeigt einen Doppelpeak, wobei das CID-Spektrum des ersten Peaks das Neutralver-
lustmuster eines doppelt phosphorylierten Peptides aufweist. Wohingegen das CID-Spektrum des 
zweiten Peaks zusätzlich den diagnostischen Neutralverlust von 178 Da illustriert. Auch das chroma-
tographische Verhalten beider Spezies ist charakteristisch für ein Paar von  isobaren di- und pyrophos-
phorylierten Peptiden. Beide Peaks eluierten mit relativ großen Peakhalbwertsbreiten, unterschieden 
sich in ihren Retentionszeiten nur um ca. 30 Sekunden und waren nicht Basislinien getrennt, wobei die 
diphosphorylierte Spezies als erstes detektiert wurde.   
Das getriggerte ETHCD-Spektrum wies eine lückenlose Sequenzabdeckung ohne Verlust der labilen 
Modifikation auf und erlaubte die zweifelfreie Lokalisierung der Pyrophosphorylierung. Das identifi-
zierte Peptid ist Bestandteil des rRNA-Bindungsproteins Rrp5 und erlaubte die Lokalisierung der ers-
ten endogenen Proteinpyrophosphorylierung an Position Ser-206 im Protein. Rrp5 wurde bislang noch 
nicht in Verbindung mit der Biologie der Inositolpyrophosphate gebracht, die Position Ser-206 und 
Ser-207 wurden jedoch bereits als doppelt phosphoryliert annotiert.302  
Um die Pyrophosphorylierungsstelle zusätzlich zu verifizieren wurde das Peptid synthetisiert, ein 
ETHCD-Spektrum aufgezeichnet und dem Spektrum des endogenen Peptides gegenübergestellt (vgl. 
Abbildung 92).  






Abbildung 92: Identifizierung der ersten endogenen Proteinpyrophosphorylierung. 
(a) Extrahiertes Ionenchromatogramm (XIC) m/z 830,982 des diphosphorylierten Peptides SKVEDAEYEpSpS-
DDEDEKLK (Retentionszeit: 33,8 min) und seines pyrophosphorylierten Gegenspielers SKVEDAEYEppSSD-
DEDEKLK (Retentionszeit: 34,3 min). Die dazugehörigen CID-MS/MS-Spektren zeigen die charakteristischen 
Neutralverlustmuster eines diphosphorylierten Peptides (98 & 196 Da) und die eines pyrophosphorylierten Pep-
tides (98, 178 &196 Da). (b) Getriggertes ETHCD-Spektrum und Spaltungsmuster des pyrophosphorylierten 
Peptides. Die zugeordneten Fragmentionen weisen eine lückenlose Sequenzabdeckung auf, wobei die Fragmente 
c10 und z11 die Lokalisierung der Pyrophosphorylierung an Position Ser-10 ermöglichen. Das MS/MS-Spektrum 
des synthetischen Peptides ist in einem Spiegelbild gegenübergestellt. 
 
  




Beide Phosphopeptidspezies wurden in verschiedenen technischen Replikaten nachgewiesen. Das 
Verhältnis zwischen dem di- und dem pyrophosphorylierten Peptid schwankte dabei erheblich. Außer-
dem wurde die pyrophosphorylierte Sequenz sowohl mit einer weiteren als auch mit einer Fehlspalt-
stelle weniger gefunden. 
Eine weitere Gruppe getriggerter, datenreicher EThcD-Spektren dreifach und vierfach geladener 
Precursorionen konnte bei der bioinformatisch gestützten Suche nicht identifiziert werden. Eine ge-
nauere Betrachtung der CID-Spektren, die das Triggering veranlasst hatten, zeigte, dass es sich dabei 
mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit um pyrophosphorylierte Peptide gehandelt haben musste. Die Neut-
ralverluste von 98 und 178 Da zählten zu den höchsten Signalen bei einem sehr geringen Grad an 
Spaltung entlang des Peptidrückgrates. Daher wurden de novo Sequenzierungen der EThcD-Spektren 
durchgeführt. Das gute Signal-zu-Rauschverhältnis und die sehr gute Sequenzabdeckung der Spektren 
ermöglichte die Identifizierung des Peptides R(-NH3)SHHDDEEESppSEK. Das Peptid ist Bestandteil 
RNA-Polymerase I Untereinheit Rpa34 und spiegelte die Pyrophosphorylierung des Proteins an Posi-
tion Ser-206 wieder. Biochemische Studien hatten bereits gezeigt, dass Rpa34 in vitro pyrophosphory-
liert wird und die Pyrophosphorylierungsstelle auf die Positionen Ser-205 und Ser-206 eingegrenzt.48  
Das Peptid wurde sowohl als dreifach und vierfach protonierte Variante als auch mit einer weiteren 
Fehlspaltstelle identifiziert. Die jeweiligen ETHCD-Spektren wiesen eine lückenlose Sequenzabde-
ckung bis hin zum N-terminalen Arginin auf. Dieses hatte exakt die Masse eines Ammoniakmoleküls 
verloren. Ob es sich dabei um eine biologische Veränderung oder eine Modifikation während der Pro-
benvorbereitung und Messung handelte, konnte nicht abschließend geklärt werden. Für die Lokalisie-
rung der Pyrophosphorylierungsstelle spielte dies jedoch keine Rolle, da ausreichend Fragmentionen 
vorhanden waren, um diese zweifelsfrei einzugrenzen.     
Aufgrund der Abspaltung von Ammoniak von der Peptidsequenz konnte das Peptid während der da-
tenbankgestützten Suche nicht identifiziert werden. Dies wäre nur möglich gewesen, wenn diese sehr 
ungewöhnliche Modifikation zuvor in den Suchalgorithmus implementiert worden wäre. Das Beispiel 
weist jedoch auf einen weiteren wichtigen Vorteil des DDNL-ETHCD-Ansatzes hin. Da die Anzahl zu 
untersuchender EThcD-Spektren drastisch reduziert wird, sinkt nicht nur der Zeitaufwand der bioin-
fomatischen Auswertung, es bietet sich gleichzeitig die Möglichkeit, einzelne Spektren gezielter zu 
betrachten. Dieses Vorgehen wäre bei einer konventionellen datenabhängigen Aufzeichnung nicht mit 
vertretbarem zeitlichen Aufwand zu realisieren. 
Ein anderer Ansatz, um solche nicht berücksichtigten Modifikationen bei der Datenbanksuche aufzu-
fangen, verwendet eine sehr große Fehlertoleranz im MS1-Scan.84 Diese Methodik erlaubt zwar unbe-
kannte Modifikationen zu identifizieren, führt jedoch auch zu einer signifikanten Anzahl falschpositi-
ver Zuordnungen und bedarf einer zusätzlichen Validierung.  
 
 




3.6.8 Neutralverlust getriggerte EThcD- und HCD-Fragmentierung  
Neben den ersten identifizierten endogenen Proteinpyrophosphorylierungen wurden weitere Erkennt-
nisse über die Beschaffenheit der Probe nach der Anreicherung gewonnen. So reichte die Komplexität 
der Probe nicht an die des Vollproteoms heran. Die überwiegende Anzahl an Peptide war mehrfach 
phosphoryliert und/oder besaß eine relativ saure Aminosäuresequenz. Des Weiteren traten die identifi-
zierten pyrophosphorylierten Peptide teilweise als doppelt phosphoryliertes Peptid auf. Außerdem war 
die relative Abundanz der identifizierten Precursorionen, welche eine Pyrophosphorylierung trugen, 
zum Teil äußerst gering. Basierend auf diesen Erkenntnissen erfolgte eine Weiterentwicklung der be-
stehenden Triggermethode (Triggermethode 2. Generation). Diese sollte die Komplexität der Probe 
berücksichtigen, über eine noch höhere Empfindlichkeit verfügen und einen größeren dynamischen 
Bereich bei vergleichbarer Robustheit abdecken.  
Ein wesentlicher Aspekt bei der datenabhängigen Aufzeichnung ist die Erkennung einer möglichst 
großen Anzahl an Precursorionen im MS1-Scan. Darauf basierend werden die Precursorionen tandem-
massenspektrometrisch erfasst. Dies setzt allerdings voraus, dass im Übersichtsspektrum das Isotopen-
muster der Precursorionen erkannt wird und sich der Ladungszustand ableiten lässt. In der Orbitrapzel-
le ist die Anzahl an Ionen, welche für ein Übersichtsspektrum gesammelt werden können, begrenzt. 
Demzufolge ist auch der dynamische Bereich, welcher erreicht werden kann, limitiert (vgl. Kapitel 
1.2). Um einen möglichst großen dynamischen Bereich im MS1-Scan zu erreichen, wurde die Anzahl 
an Ionen (AGC-Targetwert) im Vergleich zur vorangegangenen Methodik verdoppelt (vgl. Tabelle 6). 
Ein Prozedere, welches jedoch nur bei Proben mit einer ausreichend hohen Komplexität sinnvoll ist. 
Sollte dies nicht gegeben sein und die Orbitrapzelle vorwiegend mit einer Precursorionenspezies ge-
füllt werden, kann dies zu Raumladungseffekten führen, welche die Massengenauigkeit signifikant 
reduzieren.310  
Neben der Vergrößerung des dynamischen Bereiches innerhalb des MS1-Scans wurde eine weitere 
Veränderung vorgenommen. Für den Filterscan wurden die Precursorionen wiederrum mittels CID 
und reduzierter CE fragmentiert, die Detektion erfolgte aber in diesem Fall in der Orbitrapzelle mit 
einer Auflösung von R=15.000. Dies hatte Folgen für die gesamte massenspektrometrische Methode: 
Da MS1 und MS2-Spektren in der Orbitrapzelle detektiert wurden, war die parallele Erfassung beider 
Spektren nicht mehr gegeben, sodass die Methode etwas an Geschwindigkeit verlor. Um nicht zu viele 
MS/MS-Spektren durch ein langes MS1 zu verlieren, wurden daher die Auflösung des Übersichtspekt-
rums und damit verbunden die Messzeit für das Übersichtsspektrum halbiert. Trotz der Halbierung der 
Auflösung konnte keine signifikante Reduktion der Anzahl an erkannten Precursorionen im MS1 beo-









Tabelle 6: Gegenüberstellung der wichtigsten Parameter der Triggermethoden 1. und 2.Generation 
 Triggermethode erste Generation  Triggermethode zweite Generation 
MS1 Bedingungen 
AGC-Targetwert 2e5 4e5 
Maximale Inkjektionszeit 50 ms 50 ms 
Interne Kalibirerung mittels 
EASY-IC 
X - 
Auflösung (R) 120.000 60.000 
Intensitätsschwellwert 2e5 5e4 
Ladungszustände  2-4 2-4 
Dynam. Ausschlusszeit 20 s 20 s 
CID MS/MS Bedingungen (Filterscan) 
AGC-Targetwert 5e3 1e4 
Durchs. Injektionszeit  ca. 30-35 ms ca. 60-70 ms 
Maxim. Injetionszeit 50 ms 100 ms 
Reaktionszeit für 
Fragmentierung 
10 ms 10 ms 
Detektion Ionenfalle  Orbitrap (R=15.000) 








MS/MS Detektion parallel 
zu MS1-Aufzeichnung 
Gegeben Nicht gegeben 
Durchs. Anzahl MS/MS pro 
Sekunde 
11-14 10-13 
Maxim. Anzahl MS/MS pro 
Sekunde 
ca. 20 ca. 15 
Neutralverlusttrigger 
Berücksichtigte Signale Neutralverluste: 98 & 178 Da Neutralverlust: 177,943 Da 
Kriterien Top N; 15% relative Abundanz; 
Massenfehler: ±0,5 Da 
15% relative Abundanz, 
Massenfehler: ±20 ppm 
Ladungszustandes des Tochterions 
Getriggerte MS/MS Experimente 
EThcD X X 
AGC-Targetwert 1e5 1e5 
Maximale Injetionszeit 500 ms 2000 ms 
Zusätzliche Aktivierung NCE 50% und 30% NCE 30% 
Detektion Orbitrap (R=15.000) Orbitrap (R=60.000) 
Massenbereich  m/z 200-2000 m/z 200-3000 
   
HCD MS/MS - X 
AGC-Targetwert - 5e4 
Maximale Injetionszeit - 500 ms 
Kollisionsenergie - NCE 30% 
Detektion - Orbitrap (R=30.000) 
 
 
Außerdem verliert man durch das hochaufgelöste MS2 etwas an Empfindlichkeit, da die Fragmentio-
nen nicht direkt in der Ionenfalle ausgelesen werden, sondern aus der Ionenfalle in die Orbitrapzelle 




geschickt werden müssen. Um dem Rechnung zu tragen, wurden der Targetwert und die maximale 
Injektionszeit verdoppelt. Diese Maßnahmen führten dazu, dass sich die mögliche Anzahl an MS/MS 
pro Sekunde reduzierte. Für die Messung der angereicherten und fraktionierten Proben spielte dies 
jedoch eine untergeordnete Rolle, da der Filterscan dennoch schnell genug war, um erkannte Precurso-
rionen zu fragmentieren. Die maximale Injektionszeit zum Erreichen des Targetwertes wurde so ge-
wählt, dass diese bei einem Signal, dessen Intensität ca. eine Größenordnung über dem Rauschen lag, 
komplett genutzt wurde. Dies gewährleistete, dass auch Precursorionen mit äußerst niedriger relativer 
Abundanz zuverlässig erfasst wurden, ohne unnötig an Geschwindigkeit zu verlieren. 
Auf der anderen Seite wurde Precursorionen mit einer hohen relativen Abundanz ermöglicht den vor-
gegeben Targetwert zu überschreiten. Dies ist sinnvoll, wenn die Orbitrapzelle die Messung des vo-
rangegangen MS1 oder MS2 noch nicht abgeschlossen hat. Dies sei an einem konkreten Beispiel erläu-
tert: Der Ionentransfer der Fragmentionen aus der Ionenfalle bis in die Orbitrapzelle und die dortige 
Messung bei einer Auflösung von R=15.000, nehmen ca. 23,5 ms in Anspruch. Erreicht beispielsweise 
ein Precursorion bereits nach 10 ms den vorgegebenen Targetwert und damit vor Beendigung der 
Messung des vorangegangenen MS2 in der Orbitrapzelle, so werden die restlichen 13,5 ms genutzt, um 
weitere Precursorionen dieser Spezies zu sammeln. Somit werden die Zeit für das Sammeln der Ionen 
in der Ionenfalle und die Messzeit in der Orbitrapzelle ideal ausgenutzt. Diese Methodik erhöht die 
Qualität der MS2-Spektren, ohne an Schnelligkeit zu verlieren.  
Der Wechsel zu einem optimierten, hochaufgelösten CID-Filterscan bot die Möglichkeit, die Trigger-
kriterien zu spezifizieren. In der Triggermethode der ersten Generation waren die Triggeranforderun-
gen erfüllt, wenn die Neutralverluste von 98 und 178 Da zu den höchsten Signalen zählten und eine 
bestimmte relative Abundanz aufwiesen. Da die CID-Spektren in der Ionenfalle detektiert wurden, 
wurde ein Massenfehler von ±0,5 Da für die Erkennung der Signale zugelassen. Da die überwiegende 
Anzahl an fragmentierten Precursorionen von Phosphopeptiden stammte, wurde der Neutralverlust 
von 98 Da hoch frequent detektiert. Demzufolge blieb nur der Neutralverlust von 178 Da als einzig 
relevantes Merkmal zur Erkennung eines pyrophosphorylierten Peptides. Aufgrund des relativ großen 
m/z-Bereiches, hervorgerufen durch die geringe Massengenauigkeit der Ionenfalle, in dem dieses di-
agnostische Fragmention enthalten sein konnte, trat vielfach ein falschpositives Triggering, beispiels-
weise hervorgerufen durch Fragmente des Peptidrückrates, auf. Die hohe Massengenauigkeit des 
hochaufgelösten CID-Filterscans ermöglichte es allerdings, den m/z-Bereich beträchtlich zu verklei-
nern. Ein zusätzliches ETHCD-Spektrum wird nur noch getriggert, wenn der Neutralverlust von 
177,943 Da innerhalb eines Bereiches von ±20 ppm auftritt. Dies führte zu einer signifikanten 
Reduktion an falschpositiv getriggerten MS2.  
Weitaus bedeutender war allerdings, dass sich anhand der Isotopenmuster die Ladungszustände der 
Fragmentionen bestimmen ließen. Da bei einem Neutralverlust die Abspaltung eines Moleküls erfolgt, 
weisen das entstehende Fragmention und das dazugehörige  Precursorion den gleichen Ladungszu-
stand auf. Dies ist bei Fragmentierungen des Peptidrückrates meist nicht der Fall, da sich hier die 




Ladungen auf die verschiedenen Bruchstücke verteilen. Dementsprechend wurde die Erkennung des 
korrekten Ladungszustandes (z) als ein weiteres Triggerkriterium hinzugefügt und somit die Spezifität 
der Triggerkonditionen nochmals signifikant erhöht.  
Im DDNL-EThcD-Ansatz der ersten Generation wurde zur Erhöhung der Massengenauigkeit im 
MS1-Scan eine interne Kalibrierung mittels EASY-IC vorgenommen. In der weiterentwickelten Trig-
germethode wurde davon abgesehen, da eine sinnvolle Verwendung dieser Lockmasse auf der Ebene 
des MS2 nicht möglich ist. Der Einsatz der Lockmasse bei der Aufzeichnung des MS1 und dessen Ver-
zicht im MS2 könnten zu unerwünschten Massenverschiebungen führen und die sichere Erkennung des 
Neutralverlustes von 177,943 Da in dem schmalen Fenster von ±20 ppm gefährden. Regelmäßiges 
Kalibrieren der Orbitrapzelle gewährleistete eine ausreichend hohe Massengenauigkeit ≤3 ppm auf 
MS1-Ebene und eine nur geringfügig schlechtere Massengenauigkeit auf MS2-Ebene. 
Die detaillierte, bioinformatisch gestützten Untersuchungen des Fragmentierungsverhaltens doppelt 
geladener labil phosphorylierter Peptide zeigten, dass eine zusätzliche Aktivierung von 30% die besten 
Ergebnisse bei der Identifizierung pyrophosphorylierter Peptide ergab (vgl. Kapitel 3.2.3). Dies wurde 
in dem überarbeiteten Entscheidungsbaum berücksichtigt und eine Angleichung der EThcD-Fragmen-
tierungsbedingungen für alle Ladungszustände vorgenommen.  
Ein großer Anteil an getriggerten Spektren wurde von relativ langen Peptiden eingenommen. Exemp-
larisch dafür sei auf das endogene, pyrophosphorylierte Peptid SKVEDAEYEppSSDDEDEKLDK 
hingewiesen. Im Idealfall treten bei der EThcD-Fragmentierung alle komplementären Ionenserien (c/z 
& b/y) auf, sodass eine lückenlose Sequenzabdeckung gewährleistet ist. In der Praxis lässt sich jedoch 
meist nur eine Ionenserie detektieren. Da durch den ETD-Prozess vorwiegend einfach geladene Frag-
mentionen entstehen, kann dies bei einem gebräuchlichen m/z-Scanbereich von 200-2000 dazu führen, 
dass große relevante Fragmentionen nicht erfasst werden. Auf der anderen Seite lässt sich jedoch der 
m/z-Scanbereich nicht beliebig weit nach oben hin öffnen, ohne an Empfindlichkeit und Massengenau-
igkeit zu verlieren. Die höchste Auflösung und Massengenauigkeit weist die Orbitrapzelle auf, wenn 
die untere Grenze einem Viertel der oberen Grenze des Messbereiches entspricht. Dies würde bei-
spielweise bei einem m/z-Bereich von 400-1600 der Fall sein. Unter Berücksichtigung dieser Limitie-
rung und der Anforderung Fragmentionen mit großem m/z-Verhältnis ausreichend sequenzieren zu 
können, wurde der m/z-Scanbereich auf 200-3000 erweitert.    
Trotz der hohen Fragmentierungseffizienz von EThcD war eine Identifizierung aller getriggerten 
Spektren nicht möglich. Da auch die dazugehörigen CID-Spektren meist einen geringen Informations-
gehalt aufwiesen, blieb eine signifikante Anzahl an Precursorionen unerkannt. Um dem Rechnung zu 
tragen, wurde ein zusätzlicher HCD-Scan implemetiert. Dieser erfolgte unmittelbar nach dem 
getriggerten EThcD-Spektrum. Auch wenn die HCD-Fragmentierung meist keine direkte Lokali-
sierung einer Pyrophosphorylierungsstelle zulässt, bestand zumindest die Möglichkeit der Sequenz-
identifizierung mit Hilfer dieser Technik. Darüber hinaus sind die gebräuchlichen, proteomischen 
Suchmaschinen für die Identifizierung von b- und y-Ionen optimiert (vgl. Abbildung 93). 




                                         
 
Abbildung 93: Schema des datenabhängigen neutralverlustgertriggerten EThcD/HCD-Ansatzes (DDNL-
EThcD/HCD) der zweiten Generation. 
 
Zuletzt galt es, die Empfindlichkeit der Methode nochmals zu erhöhen. Dazu wurden verschiedene 
Parameter optimiert: Der Schwellwert, ab welcher Signalintensität ein MS/MS-Spektrum getriggert 
wird, wurde herabgesetzt. Signale, die in diesem Bereich auftreten, lassen sich selten einem Ladungs-
zustand zuordnen und nehmen die komplette Füllzeit des CID-Filterscans in Anspruch. In der Praxis 




werden Signale in diesem Intensitätsbereich äußerst selten fragmentiert. Darüber hinaus wurden die 
maximalen Füllzeiten für die getriggerten Spektren nochmals verlängert. Dies sollte ermöglichen, dass 
sich auch bei sehr niedrig abundanten Precursorionen ausreichend Ionen für ein aussagekräftiges 
Spektrum sammeln lassen. Außerdem wurde die Auflösung für beide getriggerten Fragmentierungs-
techniken erhöht, um die Massengenauigkeit und das Signal-zu-Rauschverhältnis zu verbessern. 
Bezüglich des getriggerten EThcD-Spektrums bedeutet dies keinen zusätzlichen Verlust an Geschwin-
dikeit, da das darauf folgende getriggerte HCD-Spektrum eine lange Injektionszeit beansprucht.  
 
 
3.6.9 Identifizierung endogener Proteinpyrophosphorylierungen in HEK 293-Zellen 
Für die Identifizierung der ersten endogenen Proteinpyrophosphorylierungen einer humanen Zelllinie 
wurde anfangs durch Herrn Harmel in der Arbeitsgruppe von Prof. Fiedler die gleiche Anreicherungs- 
und Probenvorbereitungsstrategie wie bei der Analyse der Hefeproteome gewählt. Nach der 
Kultivierung der HEK 293-Zellen erfolgte deren Aufschluss und die Isolation der im Zelllysat 
enthaltenen Proteine. Diese wurden reduziert und alkyliert sowie mit Trypsin verdaut. Das komplexe 
Peptidgemisch wurde anschließend mit dem pyropeptidspezifischen Anreicherungsreagenz behandelt 
und das entsalzte Eluat mit der Triggermethode der zweiten Generation untersucht. Der Nachweis 
eines pyrophosphorylierten Peptides gelang auf diesem Wege nicht. Die Gründe dafür waren 
vielfältig: Zum Einen war die erhaltene Probe im Vergleich zu den Studien des Hefeproteoms 
erheblich komplexer, zum anderen betrugen die Konzentrationsunterschiede zwischen den niedrig- 
und höchstabundantesten Precursorionen bis zu fünf Größenordnungen und überstiegen damit den 
dynamischen Bereich des Systems. Nicht zuletzt stand die Frage im Raum, ob Proteinpyrophosphory-
lierungen überhaupt in einem humanen Proteom exisitieren.  
Zur Klärung dieser Frage und um eine größere analytische Tiefe zu erreichen, wurde nach Zn-DPA-
Anreicherung die in Kapitel 3.5.2.1 diskutierte RP-HPLC-Fraktionierung unter schwach basischen 
Bedingungen in den Workflow implementiert. In dessen Folge gelang die Identifizierung der ersten 
Proteinpyrophosphorylierung in einer humanen Zelllinie. Das aufgezeichnete CID-MS/MS Fragment-
spektrum wies das charakterisitische Neutralverluster auf, wobei der Verlust von 177,943 Da das 
höchstabundanteste Signal darstellte. Das daraufhin getriggerte EThcD-Spektrum profitierte 
maßgeblich von dem erweitereten Scanbereich für das MS2. Nur so war es möglich die drei diagnosti-
schen Fragmentionen c19, y3 und z3 aufzuzeichnen und eine weitere Phosphorylierung an dem benach-
barten Threoninrest auszuschließen. Dass keine doppelt phosphorylierte Spezies auftrat, ist durch das 
extrahierte Ionenchromatogramm dokumentiert (vgl. Abbildung 94).  Die Peptidsequenz ließ sich der 
dualspezifischen Proteinkinase CLK1 zuordnen und dokumentiert deren Pyrophosphorylierung an 
Position Ser-383. Interessanterweise befindet sich in diesem Teil des Proteins in unmittelbarer 
Nachbarschaft der Pyrophosphorylierungsstelle kein saurer Aminosäureabschnitt, wie oftmals 








Abbildung 94: Erste endogene Proteinpyrophosphorylierung in humaner Zelllinie.  
(a) Totalionenstrom (TIC) der pyrophosphopeptidenthaltenden RP-HPLC-Fraktion. (b) Extrahiertes Ionenchro-
matogramm (XIC) m/z 832,676, welches ausschließlich den Peak des pyrophosphorylierten Peptides 
VVDFGSATYDDEHHSTLVppSTR zeigt. (c) CID-MS/MS Spektrum mit charakteristischem Neutralverlust-
muster, wobei die Neutralverlust von 178 und 98 die höchstabundantesten Signale stellen. (d) Getriggertes 
EThcD-Spektrum mit einer lückenlosen Sequenzabdeckung und den drei diagnostischen Fragmentionen c19, y3 
und z3, welche eine zweifelsfreie Lokalisierung der Pyrophosphorylierung gewährleisten.  
 
 
Weitere Fortschritte auf dem Gebiet der Anreicherung und Fraktionierung durch Dr. Morgan aus der 
Gruppe von Prof. Fiedler ermöglichten die Identifizierung weiterer endogener Proteinpyrophosphory-
lierungen in HEK-Zellen. Die dazugehörigen Chromatogramme und Spektren sind dem Anhang zu 




entnehmen und sollen an dieser Stelle nicht weiter im Detail diskutiert werden. Vielmehr gilt es das 
Potential aber auch die Grenzen der Methode zu beleuchten.  
Betrachtet man die CID-Spektren der identifizierten pyrophosphorylierten Peptide, so fällt auf, dass 
der charakterisitische Neutralverlust von 177,943 Da stets zu den drei abundantesten Fragmentionen 
gehört und selbst bei sehr langen Peptiden und diversen sauren Aminosäureresten (z.B. KPATPAED-
DEDDDEDLFGppSDNEEEDKEAAQLR) eine relative Häufigkeit von mindestens 30% aufweist 
(vgl. Tabelle 7). Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass man die Triggerkriterien durch Erhöhung des 
Schwellwertes womöglich zusätzlich spezifizieren und die Anzahl falsch positiv getriggerter 
MS/MS-Spektren reduzieren könnte.  
   
Tabelle 7: Relative Intensität und Top N des Neutralverlustes von 177,943 Da sowie die Signalintensität der 
identifizierten endogenen Pyrophosphopeptide. 
Peptidsequenz Relative Intensität (%) 
des Neutralverlustes 
von 177,943 Da 




VVDFGSATYDDEHHSTLVppSTR 100 1 2,9e5 
YppSGAYGASVSDEELK 100 1 1,6e5 
KPATPAEDDEDDDEDLFGppSDNEEEDKEAAQLR 30 3 2,3e5 
CGSGPVHISGQHLVAVEEDAEppSEDEEEEDVK 42 2 1,8e5 
ESEDKPEIEDVGppSDEEEEKKDGDK 43 3 1,2e5 
VMLGEppTNPADSKPGTIR 100 1 6,0e4 
FQppSEEQQQTEDELQDK 88 2 6,7e6 
*N=1 entspricht dem Basepeak, N=2 dem zweitabundantesten Signale des Spektrums usw. 
 
Die Implementierung eines hochaufgelösten HCD-Spektrums erleichtert nicht nur die Identifizierung 
der jeweiligen Peptidsequenz, sie liefert auch zusätzlich wertvolle Informationen zur Charakterisie-
rung einer Modifikation. Beispielsweise sind für die Aminosäuresequenz YppSGAYGASVSDEELK 
der MICOS Komplex Untereinheit MIC 19 sowohl Phosphorylierungen des Tyrosin- als auch des 
Serinrestes am N-Terminus des Peptides beschrieben, sodass eine gleichzeitige Phosphorylierung bei-
der Spezies ausgeschlossen werden musste.153, 311 Das dazugehörige HCD-Spektrum enthält das Frag-
mention b2, das unmodifizierte Fragment b1 fehlt jedoch, sodass eine sichere Differenzierung zwischen 
der di- und der pyrophosphorylierten Spezies anhand der Fragment nicht möglich ist.  Dennoch lässt 
sich die Pyrophosphorylierung zweifelsfrei ableiten, da Tyrosinphosphorylierungen unter den einge-
setzten Fragmentierungsbedingungen ein charakteristisches Phosphoimmoniumion (m/z 216,043) bil-
den und dieses in dem Fragmentspektrum abwesend ist (vgl. Abbildung 95a).130, 179 Unabhängig davon 
weist das getriggerte ETHCD-Spektrum des doppelt geladenen Precursorions eine lückenlose Se-




quenzabdeckung mit den diagnostischen Fragmenten y14 und z14 auf und untermauert die Existenz der 







Abbildung 95: Dokumentation der endogenen Pyrophosphorylierung des Peptides YppSGAYGASVSDEELK 
mittels HCD- und EThcD-Spektren.  
(a) HCD-Spektrum, welches kein Phosphoimmoniumion des Tyrosins (m/z 216.043) aufweist, sodass eine 
Diphosphorylierung des Tyrosin- und Serinrestes an den Positionen eins und zwei im Peptid ausgeschlossen 
werden kann. (b) EThcD-Spektrum mit einer lückenlose Sequenzabdeckung und den diagnostischen 
Fragmentionen y14 und z14 auf, welche die Pyrophosphorylierung zweifelsfrei dokumentieren.    
 




Neben der erhöhten Zuverlässigkeit verschiedene Phosphorylierungen zu unterschieden, bietet der 
zusätzliche HCD-Scan einen weiteren Vorteil. Für die empfindliche und reproduzierbare Quantifizie-
rung von Proteinmodifikationen wird vermehrt auf datenunabhängige Aufzeichnungsmethoden (DIA) 
mit Hilfe der HCD-Fragmentierung zurückgegriffen. Zuvor werden dafür in aller Regel Spektrenbibli-
otheken relevanter Peptide angelegt. Durch die Implementierung des HCD-Scans entfällt dieser zu-
sätzliche Schritt, da das benötigte Referenzspektrum bereits aufgezeichnet wurde.    
Eine genaue Betrachtung der Signalintensitäten der Precursorionen der identifizierten Peptide zeigt, 
dass diese äußerst niedrig abundant waren. Ein Beispiel ist die Identifizierung der ersten endogenen 
Threoninpyrophosphorylierung der Nukleosiddiphosphatkinase A an Position Thr-94. In Abbildung 96 
sind dazu der Totalionenstrom sowie diverse extrahierte Ionenchromatogramme in einem Retentions-
zeitenfenster von 41 bis 43 min dargestellt.  
 
 
Abbildung 96: Nachweis der ersten endogenen Threoninpyrophosphorylierung.  
(a) Totalionenstrom (TIC) und (b) diverse extrahierte Ionenchromatogramme (XICs) einer Probe, welche die 
erste endogene Threoninpyrophosphorylierung des Peptides VMLGEppTNPADSKPGTIR (Signalintensi-
tät ≈ 6e4) enthält. Die Abbildung verdeutlicht die erheblichen Intensitätsunterschiede und die Komplexität der 
Probe.  
 
Dem TIC ist zu entnehmen, dass das höchstabundanteste Precursorion eine Signalintensität > 5e9 auf-
weist. Konzentriert man sich auf das Intervall von 41 bis 43 min Retentionszeit, so lassen sich die 
XICs zahlreicher Precursorionen mit Intensitäten > 6e6 erkennen. Betrachtet man anschließend den 
Intensitätsbereich < 6e6 so ist eine Unterscheidung der extrahierten Ionenchromatogramme anhand der 




Grafik aufgrund der Zunahme der Komplexität nicht mehr möglich. Diese Tendenz setzt sich für den 
Intensitätsbereich < 6e5 fort. Summa summarum wurden innerhalb dieses Intervalls mehr als 100 
Precursorionen mit dem entsprechenden Ladungszustand erfasst und einer Fragmentierung zuggeführt. 
Darunter befand sich ein Precursorion mit einer Signalintensität von ca. 6e4 im Peakmaximum. Für 
das dazugehörige CID-Spektrum im Filterscan wurde die maximale Injektionszeit benötigt. Dennoch 
reichte der Informationsgehalt des Spektrums aus um den charakteristischen Neutralverlust von 
177,943 Da und dessen Ladungszustand zu erkennen, sodass ein EThcD- und ein HCD-Spektrum ge-
triggert werden konnten (vgl. Abbildung 97). Auch deren Injektionszeiten wurden wiederrum voll-
kommen ausgenutzt. Dessen ungeachtet wurde die Peptidsequenz mit einem hohen Sequest Xcorr 
Score identifiziert und die Pyrophosphorylierungsstelle mit einer sehr hohen ptmRS Positionswahr-
scheinlichkeit lokalisiert.   
 
 
Abbildung 97: Nachweis der ersten endogenen Threoninpyrophosphorylierung II. 
(a) CID-MS/MS-Spektrum mit Neutralverlustmuster des endogenen pyrophosphorylierten Peptides VMLGE-
ppTNPADSKPGTIR. (b) Getriggertes ETHCD-Spektrum mit Sequenzabdeckung, ptmRS Positionswahrschein-
lichkeit und Sequest Xcorr Score. 
 
Hervorzuheben ist, dass trotz Anreicherung und Fraktionierung die Intensität des Precursorions drei 
Größenordnungen kleiner als das des höchstabundantesten coeluierenden Precursors und sogar fünf 
Größenordnungen als das höchstabundanteste Signal des gesamten Chromatogramms ist. Dieses Bei-
spiel demonstriert eindrucksvoll das Potential der Triggermethode der zweiten Generation, zeigt aber 
auch inhärente technologische Limitierungen auf. Zum einen ermöglichte es der sehr schnelle und 
hochselektive CID-Filterscan die zahlreichen Precursorionen innerhalb des Retentionszeitfensters zu 
erfassen und schließlich auch das äußerst, niedrig abundante Precursorion von Interesse mit ausrei-




chender Zeit zu fragmentieren und nur von diesem die zusätzlichen HCD- und EThcD-Spektren zu 
triggern. Zum anderen gewährleisteten die ungewöhnlich langen Injektionszeiten der getriggerten 
Spektren, dass genügend Ionen für ein aussagekräftiges Spektrum gesammelt werden konnten.  
Voraussetzung für diese Kaskade ist eine erfolgreiche Erkennung des Isotopenmusters und daraus 
resultierend die Bestimmung des Ladungszustandes im MS-Scan. Eine Problematik von aktueller Re-
levanz, wie die Entwicklung verbesserter Algorithmen zur Precursorionenerkennung zeigt.312 Diese 
Weiterentwicklungen greifen jedoch nur, wenn die dafür benötigten Signale im MS1 auch detektiert 
werden. Der begrenzte dynamische Bereich der Orbitrapzelle kann dies verhindern. Im konkreten Bei-
spiel wird dieser ausgereizt und reicht aus um den Ladungszustand zu bestimmen. Angenommen das 
pyrophosphorylierte Peptid wäre ca. 1 min früher eluiert, so ist davon auszugehen, dass der Ladungs-
zustand des dazugehörigen Precursorions im MS1-Scan nicht detektiert und somit das Ion auch nicht 
im CID-Filterscan erfasst worden wäre. Mittelfristig ist diese Problematik nur durch eine selektivere 
Anreicherung pyrophosphorylierter Peptide bzw. einer wirkungsvolleren Abtrennung nicht pyrophos-
phorylierter Peptide zu lösen.         
 
 
3.6.10 Identifizierte, endogene Proteinpyrophosphorylierungen  
Summa summarum wurden im Zuge dieser Arbeit erstmals zwei endogene Proteinpyrophosphory-
lierungen in Hefezellen und elf in HEK 293 Zellen zugeordnet. Darüber hinaus wurde in beiden 
Proteomen jeweils eine Position nachgewiesen, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit pyrophos-
phoryliert war, bei der jedoch andere Phosphorylierungsmuster nicht abschließend ausgeschlossen 
werden konnten (vgl. Tabelle 8). Tendenziell tritt die Modifikation voranging in Aminosäure-
sequenzen auf, welche zahlreiche saure Aminosäurereste in unmittelbarer Nachbarschaft zur 
Modifikation aufweisen. Außerdem besitzen die Peptide meist weitere potentielle Modi-
fizierungsstellen, die es zu unterscheiden gilt. Beides steht im Einklang mit dem postulierten 
Mechanismus der Bildung einer Proteinpyrophosphorylierung in vivo (vgl. Kapitel 3.6). Des Weiteren 
weisen die identifizierten Peptide eine relativ hohe Anzahl an Fehlspaltstellen auf. Dies ist unter 
anderem in der negativ geladenen Modifikation begründet. Auffällig ist, dass einzelene Proteine aus 
verschiedenen Proteomen sowohl als doppelt als auch als pyrophosphoryliert vorlagen (Rrp5 (Hefe), 
HNRNPD (HEK 293)).   
Ein Vergleich der in HEK 293 identifizierten Pyrophosphorylierungsstellen mit literaturbekannten 
Phosphorylierungsstellen zeigt, dass für die identifizierten Proteine bereits eine Serinphosphorylierung 
an der gleichen Position beschrieben ist. Dieses Ergebnis geht ebenfalls konform mit der These, dass 
für die Bildung einer Pyrophosphorylierung zuvor eine Phosphorylierung stattgefunden haben muss 
(vgl. Kapitel 3.6). Darüber hinaus ist den in der Literatur aufgeführten großen Phospho-
proteomikansätzen zu entnehmen, dass zum Teil in unmittelbarer Nachbarschaft weitere Phosphory-




lierungen zugeordnet wurden (siehe Anhang). Dies legt den Verdacht nahe, dass diese 
Phosphosphorylierungen womöglich falsch zugeordnet wurden oder diese Spezies ebenfalls als 
doppelt- und pyrophosphoryliert vorliegt. 
 
Tabelle 8: Zusammenfassung aller endogene Proteinpyrophosphorylierungen und deren Herkunft.  
Peptidsequenz Konfidenz* Protein (Genname) Posit. Herkunft 
SKVEDAEYEppSSDDEDEKLDK ++ RNA Bindungsprotein (Rrp5) S206 S.cerevisiae 
R(-NH
3
)SHHDDEEESppSEKK ++ RNA Polymeraseuntereinheit (Rpa34) S187 S.cerevisiae 
KIHDppTSDEDMAINGLER + Anorganische Phosphattransporter (Pho84) T302 S.cerevisiae 
VVDFGSATYDDEHHSTLVppSTR ++ Dual spezifische Proteinkinase (CLK1) S341 HEK 293 
YppSGAYGASVSDEELK ++ MICOS Komplex Untereinheit (MIC19) S50 HEK 293 
KPATPAEDDEDDDEDLFGppSD-
NEEEDKEAAQLR 
++ Elongationfaktor 1-delta (EEF1D) S162 HEK 293 
CGSGPVHISGQHLVAVE-
EDAEppSEDEEEEDVK 
++ Nukleophosmin (Npm1) S125 HEK 293 
ESEDKPEIEDVGppSDEEEEK-
KDGDK 
++ Heatshockprotein HSP 90-alpha (HSP90A) S63 HEK 293 
VMLGEppTNPADSKPGTIR ++ Nukleosiddisphosphatkinase A (NME1) T94 HEK 293 
TDHGAEIVYKppSPVVSGDpTSPR + Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau 
(MAPT) 
S713 HEK 293 
NEEPppSEEEIDAPKPK ++ Nucleolar RNA Helikase 2 (DDX21) S121 HEK 293 
IDASKNEEDEGHSNppSSPR ++ Heterogenes Nuclearribonucleoprotein D0 
(HNRNPD) 
S82 HEK 293 
IDASKNEEDEGHSNSppSPR ++ Heterogenes Nuclearribonucleoprotein D0 
(HNRNPD) 
S83 HEK 293 
KGAGDGppSDEEVDGKADGAEA
KPAE 
++ Myosin- 9 (MYH9) S1943 HEK 293 
SIppSADDDLQESSR ++ Negativer Elongationsfaktor E (NELFE) S115 HEK 293 
FQppSEEQQQTEDELQDK ++ ß-Casein (CSN2) S35 Bos taurus 
*Pyrophosphopeptide, welche mit einer Konfidenz von ++ deklariert sind, wurden eindeutig nachgewiesen. Bei Peptiden mit 
einer Konfidenz von + liegt eine Pyrophosphorylierung mit hoher Wahrscheinlichkeit vor.  
 
Aufgrund der relativ geringen relativen Abundanzen der Precursorionen der pyrophosphorylierten 
Peptide (vgl. Kapitel 3.6.9) gelang in den non-Targetproteomikansätzen bislang nur der reprodu-
zierbare Nachweis der Pyrophosphorylierung von CLK1. Alle weiteren Pyrophosphorylierungen 
wurden ein- bzw. zweimal identifiziert. CLK1 ist in der Lage Serin, Threonin und Tyrosinreste zu 
phosphorylieren. Außerdem wird es in Verbindung mit Splicing von pre-mRNA gebracht.313, 314  
Mit NME1 wurde eine weitere Kinase identifiziert. Sie weist substratspezifität für Serin, Threonin und 
Histidin auf und agiert als Geranyl- und Farnesylpyrophosphatkinase. In dessen Folge ist sie unter 
anderem in Zellproliferation, Differenzierung und Entwicklung, Signalübertragung und Genexpression 
involviert.315, 316  
CHCHD3 ist ein Bestandteil des MICOS-Komplexe, ein großer Komplex der inneren Mitochondrien-
membran, welcher essentiell für die strukturellen Intigrität der inneren Membran, der Ausprägung von 
Kontaktstellen zur äußeren Membran und den Erhalt der Cristaefunktion ist. Außerdem fungiert 
CHCHD3 durch Bindung an den BAG1-Promoter als Transkriptionsfaktor.317, 318  




Strukturgebende Eigenschaften sind ebenfalls für MYH9 bekannt, das eine wichtige Rolle bei der 
Reorganisation des Zytoskeletts einnimmt. Darüber hinaus sind weitere Funktionen wie die Secretion 
und das Capping bekannt.319  
Ferner wurden verschiedene Proteine identifiziert, welche an verschiedenen Stellen in die Transkrip-
tion eingreifen. Beispielweise agiert die Nucleolare RNA Helikase 2 (DDX21) als ein Sensor für den 
Transkriptionsstatus der RNA-Poymerase I & II. Die Helikase bindet an verschiedene RNA-Moleküle, 
unterstützt das Prozessierung von ribosomaler RNA und die Transkription von Polymerase II.320  
Ebenfalls an RNA-Moleküle bindet HNRNPD. Das an zwei benachbarten Positionen pyrophosphory-
lierte Protein hat eine besonderes hohe Affinität für AU-reiche Sequenzabschnitte, welche in zahlrei-
chen proto-Onkogenen und zytokiner mRNA gefunden wurden.294-296  
Elongationsfaktor 1-delta ist eine Untereinheit des Elongationsfaktor-1-komplexes und stimuliert den 
Transfer von Aminoacyl-tRNA zum Ribosomen.321  
NELFE ist ein wichtiger Bestandteil des NELF-Komplexes, für den eine negative Regulation der 
Elongation der Transkription von RNA-Polymerase II beschrieben ist.322, 323  
Mit HSP90AA1 findet sich ein weiteres äußerst wichtiges Protein unter den pyrophosphorylierten 
Proteinen. Als molekulares Chaperon zeigt es sich für ein breites Spektrum an Aufgaben verant-
wortlich, darunter die Maturation, die Aufrechterhaltung der Struktur und Regulation spezifischer 
Proteine, welche z. B. in die Kontrolle des Zellzyklus oder in Signalwegen involviert sind. Es durch-
läuft einen ATPase-Aktivität abhängigen, funktionellen Zyklus, der in Verbindung mit der Chape-
ronaktivität steht. Dieser Zyklus bewirkt womöglich strukturelle Veränderungen in den Zielproteinen, 
wodurch deren Aktivität beeinflusst wird.324-326 
Das an Position Ser-125 pyrophosphorylierte Protein Nucleophosmin ist unter anderem in die Ribo-
sombiogenese eingebunden. Dies ist von gesteigertem Interesse, da bereits die für die Pyrophospho-
rylierung relevanten Inositolpyrophosphatmessengermoleküle in Verbindung mit der Synthese von 
Ribosomen stehen.48Vermutlich bindet es an Ribosomen um somit deren Transport aus dem Zellkern 
zu bewirken.327 Des Weiteren ist NPM1 an der Centrosomduplikation, dem Proteinchaperoning, dem 
Aufbau von Histonen, der Zellproliferation und der Regulation der Tumorsupressoren p53/TP53 und 
ARF beteiligt.328-330 Assoziiert mit nucleolaren Proteinstrukturen bindet es an einzelsträngige Nuclein-
säuren. Außerdem fungiert es als Chaperonin für die Kernhistone H3, H2B und H4.331  
Die aufgeführten endogenen, pyrophosphorylierten Proteine sind für eine Vielzahl essentieller, zellulä-
rer Prozesse verantwortlich. Inwieweit die Modifikation dieser Prozesse beeinflusst und ob demzufol-
ge eine biologische Funktion von der Pyrophosphorylierung ausgeht lässt sich bis dato nicht abschlie-
ßend klären. Dazu sind weiterführende Experimente bei denen unter anderem Quantifizierungen der 
Modifikationsstellen erfolgen müssen, angezeigt. Basis dessen ist ein robuster bottom-up-
Phosphoproteomikansatz, welcher die zuverlässige Identifizierung und Quantifizierung der pyrophos-
phorylierten Peptide erlaubt.  
  




4 Zusammenfassung und Ausblick 
Die Proteinphoshorylierung ist eine posttranslationale Modifikation, die ein breites Spektrum an zellu-
lären Prozessen beeinflusst. Sie fungiert als ein schnelles, reversibles Werkzeug zur Modulation der 
Struktur und Aktivität von Proteinen. Ihre Regulation ist ein zentraler Mechanismus bei der Kontrolle 
von Zelltod und Krankheit. Diese fundamentale Bedeutung hat die Entwicklung selektiver Anreiche-
rungsverfahren, effizienter chromatographischer Trenntechniken, zuverlässiger Quantifizierungsme-
thoden, potenter bioinformatischer Algorithmen und nicht zuletzt immer leistungsfähigerer massen-
spektrometrischer Methoden vorangetrieben und ein eigenes Forschungsgebiet - die Phosphoproteo-
mik begründet. Die überwiegende Mehrheit an Studien konzentriert sich dabei auf Phosphorylierungen 
von Ser, Thr und Tyr. In der näheren Vergangenheit sind jedoch labilere Phosphorylierungen von Arg, 
Cys, His und Lys sowie Pyrophosphorylierungen von Ser und Thr verstärkt in den Fokus der Wissen-
schaft gerückt. Aufgrund ihrer inhärenten Labilität gegenüber niedrigen und zum Teil hohen pH-
Werten, erhöhten Temperaturen und tandemmassenspektrometrischen Verfahren sind sie nur unzu-
reichend mit herkömmlichen phosphoproteomischen Ansätzen zugänglich.  
Im Zuge dieser Arbeit wurden erfolgreich verschiedene massenspektrometrische Methoden zur Analy-
se labiler Phosphorylierungen entwickelt. Kernstück dieser Verfahren war die EThcD-Fragmentierung. 
Sie ermöglichte im Gegensatz zu den weitverbreiteten kollisionsbasierten Fragmentierungstechniken 
CID und HCD die Fragmentierung labil modifizierter Peptide ohne Verlust der Modifikation bei ver-
besserter Sequenzabdeckung. Ihre adäquate Applikation in verschiedenen bottom-up-proteomischen 
Fragestellungen führte zur zweifelsfreien Identifikation endogener Cysteinphosphorylierungen und- 
sulfatierungen. Entgegen den herkömmlichen elektronenbasierten Fragmentierungstechniken (ETD & 
ECD) ohne zusätzliche Aktivierung ermöglichte EThcD die effiziente Fragmentierung häufig auftre-
tender, doppelt protonierter Peptide. Dieses Alleinstellungsmerkmal gegenüber den gebräuchlichen 
Tandem-MS-Techniken wurde anhand verschiedener, labil phosphorylierter Peptide und umfangrei-
cher bioinformatischer Analysen dokumentiert. Mit diesen Ergebnissen wurde eine wesentliche Lücke 
bei der ungezielten Suche nach labilen Phosphorylierungen geschlossen und ein entscheidender Bei-
trag für die zukünftige Identifizierung neuer endogener Phosphorylierungen geleistet. 
Des Weiteren war die EThcD in Kombination mit anderen Fragmentierungstechniken ein essentieller 
Bestandteil bei der Charakterisierung synthetisch eingeführter PTMs, wie der Proteinpyrophosphory-
lierung oder der Cysteinphosphorylierung. Die entwickelten Methoden waren zum einen für die Doku-
mentation der korrekten Position der implementierten Proteinmodifikation von Bedeutung und erlaub-
ten zum anderen die Beobachtung von Nebenprodukten. Perspektivisch können die aufwendig vali-
dierten Syntheseansätze dazu genutzt werden, um noch effizientere Anreicherungsverfahren zu entwi-
ckeln, die biologische Funktion einer bestimmten Phosphorylierungsstelle zu untersuchen oder mögli-
che Interaktionspartner zu identifizieren.  




Ferner gelang es mit den entwickelten Methoden artifizielle Modifikationen von Phosphoramidaten an 
Antikörpern sicher zu lokalisieren und die hohe Selektivität des Syntheseansatzes gegenüber den Thi-
olgruppen des Cysteins herauszustreichen. Es wurde gezeigt, dass mit der entwickelten Synthese ex-
plizit die Cysteinreste der Interketten-Disulfidbrücken adressiert werden und die Intraketten-Disulfid-
brücken der Untereinheiten (leichte & schwere Kette) unangetastet bleiben. In den jeweiligen bottom-
up-Ansätzen wurde eine herausragende Sequenzabdeckung für die leichte Kette und eine sehr gute 
Sequenzabdeckung für die schwere Kette erzielt. Bestünde in der Zukunft ein gesteigertes Interesse an 
einer detaillierteren Charakterisierung der schweren Kette, so sei die Verwendung einer unspezifi-
schen Protease oder einer Mischung aus verschiedenen Enzymen angezeigt.   
Eigens für die Messung intakter Antikörper-Wirkstoff-Konjugatuntereinheiten wurden verschiedene 
LC-MS-Methoden entwickelt, welche detaillierte Informationen über die Anzahl an gebundenen Mo-
difikationen pro Untereinheit und das Antikörper-Wirkstoff-Verhältnis lieferten. Die auf Orbitrap- und 
TOF-basierten Analysen gewährleisteten eine zuverlässige und empfindliche Detektion der modifizier-
ten Antikörperuntereinheiten. Darüber hinaus wurden optimale Bedingungen für die top-down-Frag-
mentierung kleiner bis mittelgroßer Proteine erarbeitet und deren Potential und Grenzen bei der Cha-
rakterisierung von Proteinmodifikationen diskutiert.  
Für die Charakterisierung der ersten endogenen Lysinphosphorylierung wurden auf diversen Gebieten 
wichtige Grundlagen gelegt. So wurde gezeigt, dass sich lysinphosphorylierte Peptide des Histon H1, 
eines der bedeutendsten Protein-Targets, effizient derivatisieren und ihre problematischen chromato-
graphischen und massenspektrometrischen Eigenschaften zweckdienlich verändern lassen. Die vorge-
nommene Propionylierung modifizierte freie Lysinreste unter Erhalt labiler Lysinphosphorylierungen, 
ermöglichte einen Pseudo-ArgC-Verdau mit Trypsin und bildet die Basis für konzentrierte Studien des 
N-Terminus des Histon H1. Die auf diesem Weg generierten, multipel modifizierten Peptide, lassen 
sich sicher mittels EThcD bestimmen. Zusätzlich werden potentielle Migrationen des Phosphatrestes 
zu anderen Akzeptoren zuverlässig unterbunden. Einzig die effektive Anreicherung der Histone stellt 
bislang eine große Herausforderung dar. Die Weiterentwicklung der bestehenden WCX-Fraktio-
nierung oder alternativ die Verwendung eines Affinitäts-Pull-down-Experiments sind mögliche nächs-
te Schritte zur Identifizierung der ersten pLys-Position auf dem Histon H1. 
Unabhängig davon wurde ein kompleter bottom-up-Ansatz für die Analyse labiler Phosphorylierung 
implementiert. Er besteht aus einer äußerst effizienten IMAC-basierten Anreicherung und einer leis-
tungsfähigen RPLC-Fraktionierungstechnik. Diese nutzt einen pH-Wert von acht und minimiert somit 
die Hydrolyse säurelabiler Phosphorylierungen. Aufgrund der größeren chromatographischen Ortho-
gonalität gegenüber der RPLC-MS übertraf die basische Fraktionierung die Leistungsfähigkeit eines 
bestehenden, auf saurer RP-HPLC-Fraktionierung basierenden 2D-RPLC-RPLC-MS-Ansatzes. Der 
letzte Schritt des Arbeitsablaufes stellt eine hochselektive datenabhängige MS-Methode dar. Diese 
basiert auf der Erkennung pLys-spezifischer Phosphoimmoniumionen (m/z 164,047 & 181,074) unter 
HCD-Bedingungen und der anschließenden Aufzeichnung eines zusätzlichen EThcD-Spektrums des 




gleichen Precursorions. Diese Strategie garantiert eine zuverlässige Identifizierung von lysinphospho-
rylierten Peptiden ohne Kompromisse in Bezug auf Schnelligkeit und Empfindlichkeit eingehen zu 
müssen. Die Identifizierung endogener Argingin-, Aspartat- und Histidinphosohrylierungen sind ein 
klares Indiz für das Potential des entwickelten Workflows. Der Nachweis der ersten endogenen Lysin-
phosphorylierung, einer PTM deren Existenz bis heute nicht abschließend geklärt ist, gelang mit dieser 
Methodik jedoch nicht. Umso bedeutsamer ist es, dass weitere Experimente mit zugesetzten pLys-
Peptiden in repräsentativen Konzentrationen durchgeführt werden. Nur unter der Prämisse, dass diese 
Peptide den gesamten Ablauf ohne eine vorzeitige Hydrolyse der Phosphorylierung passieren, lassen 
sich fundierte Aussagen über die Existenz der Lysinphosphorylierung in dem jeweiligen Proteom tref-
fen.  
Zuletzt wurde gezeigt, dass sich isobare pyro- und diphosphorylierte Peptide anhand ihres Neutralver-
lustmusters unterscheiden. Unter optimalen CID-Bedingungen weisen pyrophosphorylierte Peptide 
einen zusätzlichen Neutralverlust von 178 Da auf. Dieses diagnostische Fragmention wurde in einer 
neutralverlustgetriggerten EThcD-Methode genutzt, um EThcD selektiv für die Identifizierung von 
pyrophosphorylierten Peptiden einzusetzen. Das Verfahren erlaubt eine schnelle und äußerst empfind-
liche Detektion von pyrophosphorylierten Peptiden. Zusammen mit verschiedenen Anreicherungs- und 
Fraktionierungstechniken wurden damit in Hefe- und humanen embryonalen Nierenzellen die ersten 
Proteinpyrophosphorylierungen, eine neue endogene PTM, zweifelsfrei nachgewiesen. Die identifi-
zierten pyrophosphorylierten Peptide waren ausschließlich niedrig abundant. Ziel in der Zukunft muss 
es daher sein, eine noch selektivere Anreicherung der pyrophosphorylierten Peptide und eine verbes-
serte Abtrennung von monophosphorylierten Peptiden zu erreichen. Eine mögliche Alternative könnte 
die sequentielle IMAC-Anreicherung (SIMAC) in Kombination mit basischer RPLC-Fraktionierung 
darstellen.112 Die entwickelte Triggermethode lotet die derzeit bestehenden technologischen Grenzen 
des Massenspektrometers in Bezug auf Schnelligkeit, Empfindlichkeit und Dynamikbereich aus und 
lässt wenig Raum für signifikante Verbesserungen.  
Mit der Entdeckung einer neuen endogenen PTM drängt sich zwingend die Frage nach deren biologi-
scher Bedeutung auf. Anhand einer größeren Anzahl an identifizierten Positionen und mit Hilfe etab-
lierter Quantifizierungsmethoden (wie SILAC) gilt es diese zukünftig zu beleuchten.  
Des Weiteren traten im Zuge dieser Arbeit verschiedene technologische Grenzen auf, die es zukünftig 
zu verschieben gilt. So ist beispielweise der dynamische Bereich der Orbitrapzelle ein wesentlicher 
limitierender Faktor bei der Erkennung von Isotopenmustern im MS1. Der Einsatz von TOF-Analy-
satoren mit vergleichbar hohen Auflösungen könnte eine sinnvolle Alternative darstellen. Ein verbes-
serter Algorithmus hat zwar zu einer höheren Anzahl an erkannten Isotopenmustern und demzufolge 
mehr getriggerten MS2 geführt, trotzdem bleibt ein wesentlicher Teil der im MS1 auftretenden Signale 
nicht zugeordnet und die große MS2-Kapazität moderner Massenspektrometer ungenutzt.312  
Das PASEF-Experiment hat gezeigt, dass eine beinahe lückenlose Nutzung der Zykluszeit in Kombi-
nation mit hochauflösender Detektion bemerkenswerte Ergebnisse auf dem Gebiet der Proteomik er-




möglicht.99 Inwieweit sich eine vergleichbare Ionenmobilitätstrennung mit einer Detektion in der Or-
bitrapzelle kombinieren lässt, bleibt fraglich. Entsprechende IMS-Zellen, welche sich mit Orbitrapge-
räten koppeln lassen, sind bereits kommerziell erhältlich, konnten sich jedoch bislang nicht in der 
Phosphoproteomik etablieren. Die ausführlich diskutierte, doppelt dynamische Abstimmung von Auf-
lösung und Injektionszeit in datenabhängigen high-high-Aufzeichnungsmethoden sollte jedoch bereits 
jetzt technologisch realisierbar sein. Diese würde nicht nur eine optimale Nutzung der Zykluszeit ge-
währleisten, sondern auch die Geschwindigkeit und Empfindlichkeit des DDA-Experiments erhöhen.  
Eine erheblich kostspieligere Alternative wäre der Einbau eines weiteren hochauflösenden Massen-
spektrometers mit kürzeren Scanzeiten (z.B. TOF-MS), sodass parallel zur Aufzeichnung des MS1 in 
der Orbitrap mit hoher Geschwindigkeit MS2-Spektren im TOF-Analysator detektiert werden.  
EThcD hat das Potential sich langfristig als führende Tandem-MS-Technik der Phosphoproteomik zu 
etablieren. Dies gelingt jedoch nur, wenn erhebliche Fortschritte bei der Reduktion der Zykluszeit 
erzielt werden. Diesen scheinen jedoch physikalische Grenzen gesetzt. Außerdem bedarf es für EThcD 
eines immensen apparativen Aufwandes, der eine Ionenfalle, eine HCD-Zelle und eine hochauflösende 
Detektion umfasst. Eine kürzlich von der Gruppe von Albert Heck auf der ASMS vorgestellte Technik 
kombiniert die ECD mit der HCD (EChcD) und hat bereits vergleichbare Ergebnisse wie EThcD er-
zielt.332 Die Technik verzichtet auf die Ionenfalle für den ETD-Prozess und baut auf der simpleren, 
kompakteren und kostengünstigeren Plattform der Q-Exactive™-Geräte auf.         
Neben der Datengenerierung müssen Fortschritte auf dem Gebiet der Datenauswertung vollzogen 
werden. Vor allen Dingen bedarf es einer umfassenden und unabhängigen Evaluierung bestehender 
Suchalgorithmen. Verschiedene etablierte Suchmaschinen weisen eklatante Defizite bei der korrekten 
Lokalisierung von Modifikationen auf. Nur ein offener Diskurs dieser Limitierungen wird langfristig 
zu verlässlicheren Ergebnissen und einer eindeutigen Identifizierung labiler Phosphorylierungen füh-
ren. Damit einhergehend gilt es sich auf international geltende Standards bei der Datenauswertung zu 
einigen. Nur so ist eine ausreichende Vergleichbarkeit zwischen unterschiedlichen Phosphoproteom-
studien gegeben. Ist dies nicht realisierbar, sollte das Publizieren von Ergebnissen grundsätzlich und 
verpflichtend mit der Gewährung des Zugangs zu den entsprechenden Rohdaten verknüpft sein.  
Gelingt es in der Zukunft die verbliebenen spezifischen und allgemeinen Herausforderungen bei der 
Analyse labiler Phosphorylierungen zu meistern, so ist die Basis für ein tieferes Verständnis der biolo-
gischen Rolle dieser bislang kaum untersuchten PTMs gegeben. Welcher eminenten Bedeutung die 
Überwindung dieser Limitierungen zukommt, zeigt eine kürzlich erschienene Arbeit in der ein Zu-
sammenhang zwischen Histidinphosphorylierungen und der Tumorgenese aufgezeigt wird.19 Ob die 
Pyrophosphorylierung, die Cysteinphsphorylierung oder möglicherweise die Lysinphosphorylierung 
eine vergleichbar essentielle Bedeutung einnehmen, lässt sich bislang noch nicht beurteilen. Die mas-
senspektrometrischen Methoden zur Charakterisierung dieser labilen Modifizierungen stehen hiermit 
allerdings zur Verfügung.   
 




5 Material und Methoden 
5.1 Material 
Für die massenspektrometrische Analyse wurden Lösungsmittel in LC-MS Qualität (0,1% Ameisen-
säure und 0,1% Ameisensäure in Acetonitril) von Biosolve (Valkenswaard, Niederlande) bezogen. Für 
die Peptidsynthese wurden Dichlormethan (DCM, Reagent Grade), N,N-Dimethylformamid (DMF, 
Reagent Plus), N,N-Dimethylacetamid (DMA, Reagent Plus®), N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA, 
Reagent Grade), und Acetonitril (HPLC Grade) von Sigma Aldrich (Allentown, USA) verwandt. Trif-
luoressigsäure (TFA) stammte von Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA). Aminosäurebausteine, 
Festphasenharze, Kupplungs- und Aktivierungsreagenzien wurden von Anaspec (Fremont, USA) be-
zogen.  
Alle Puffer und Lösungen wurden mit deionisiertem Wasser hergestellt. Laufmittel für die HPLC 
wurden zusätzlich durch einen Membranfilter mit einer Poorengröße von 0,2 μm filtriert.  
 
 
5.2 Tandemmassenspektrometrie labil phosphorylierter Peptide 
5.2.1 Synthese labil phosphorylierter Peptide 
Die Peptidsynthese wurde mit Hilfe eines Syro II™ Peptidsynthesizers (MultiSynTech, Witten) durch-
geführt. An der gewünschten Phosphorylierungsstelle wurde der geschützte Aminosäurebuildingblock 
(für Phosphoargininpeptide) oder ein Precursor (His für pHis, Cys für pCys & Azido-Lys für pLys) 
eingeführt. Phosphohistidinpeptide wurden durch Inkubation von Histidinpeptiden mit Kaliumphos-
phoamidat nach dem Protokoll von Wei und Matthews erhalten.63 Freie Phosphoargininpeptide wur-
den durch Hydrogenierung mit bis(2,2,2-trichloroethyl) phosphoramidat synthetisiert.68 Phosphocys-
teinpeptide wurde in einer dreistufigen Synthese, welche sich aus der Aktivierung von Cysteinpepti-
den mit Ellman`s Reagenz, der Reaktion mit einem photospaltbaren Phosphit und der abschließenden 
Freisetzung durch Bestrahlung, gewonnen.61 Für die Synthese von Phospholysinpeptiden wurden 
Azido-Lysinpeptide mit einem photospaltbaren Phosphit umgesetzt und anschließend bestrahlt.60 Py-
rophosphorylierte Peptide wurden durch Umsatz von serin- und threoninphosphorylierten Peptid-
precursorn mit Phosphoramidazolide und anschließender Hydrogenierung freigesetzt.74        
 




5.2.2 ETD-, HCD- und EThcD-Experimente 
Synthetische pArg-, pCys-, pHis- und pLys-Peptide sowie pyrophosphorylierte Peptide von Serin und 
Threonin wurden im deionisierten Wasser aufgenommen und auf eine Konzentration von 
ca. 5 pmol/μL verdünnt. Anschließend erfolgte die Analyse der Peptide mit einem RP-kapillarchroma-
tographischen System (Dionex Ultimate™ 3000 NCS-3500RS Nano, Thermo Scientific) gekoppelt 
mit einem Orbitrap Fusion™ Tribrid Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific). Die Steuerung 
des Systems erfolgte über die Software Xcalibur™ Version 3.0 und Chromeleon™ Xpress Version 
2.14. Die Peptide wurden auf eine PepMap C18-Vorsäule (5 μm, 100 Å, 5 mm x 300 μm, Thermo 
Fisher Scientific) geladen und durch Spülen mit 2% Eluent A entsalzt sowie aufkonzentriert. Die 
Eluenten im Ladekanal setzten sich aus den Komponenten A (0,1% TFA in Wasser) und B (0,1% TFA 
in ACN) zusammen und wurden mit einer Flussrate von 300 μL/min für 25 min über die Vorsäule 
gepumpt. Danach wurde die Vorsäule in den analytischen Strom geschaltet und die Peptide mittels 
NanoLC getrennt. Die chromatographische Trennung erfolgte mit einer selbst gepackten PicoTip-Säu-
le, welche einen Innendurchmesser von 75 μm und eine Länge von 25 cm besaß. Gepackt war die 
Trennsäule mit ReproSil-Pur C18AQ Partikeln (3 μm, 120 Å, Dr. Maisch, Ammerbuch). Als Laufmit-
tel kamen die Komponente A mit 0,1% Ameisensäure in Wasser und die Komponente B mit 0,1% 
Ameisensäure in Acetonitril zum Einsatz. Für die Trennung der Peptide wurde Komponente B inner-
halb von 40 min auf 30% erhöht. Die Ionisierung erfolgte im positiven Modus bei einer Elektro-
sprayspannung von 2,1 kV. Die entstandenen Precursorionen wurden bei einer Ionentransfertempera-
tur von 275 °C in das Massenspektrometer geleitet. Massenspektren wurden im DDA-
Aufnahmemodus aufgezeichnet. FTMS-Übersichtsspektren wurden für den Massenbereich von 300 
bis 1400 m/z bei einem Auflösungsvermögen von 120.000 (FWHM) unter Verwendung der EASY-IC-
Funktion aufgezeichnet. Um den AGC-Targetwert von 1 x 105 zu erreichen, wurde eine maximale 
Injektionszeit von 50 ms angewendet. Für die Betrachtung der doppelt geladenen labil phosphorylier-
ten wurde sich ausschließlich auf diese Spezies konzentriert, wobei das monoisotopische Precursorion 
selektiert wurde. Die Vorläuferionen wurden mit Hilfe eines massenselektiven Quadrupols innerhalb 
eines Isolationsfensters von m/z 1,6 isoliert. Als dynamische Ausschlusszeit wurden 5 s eingesetzt. 
Alle EThcD-Spektren wurden mit einem Auflösungsvermögen von R=15.000 und der internen Kalib-
rierung EASY-IC als profile Daten aufgezeichnet. Um sicherzustellen, dass die erzielten Ergebnisse 
alleinig von den Fragmentierungsbedingungen abhängig waren, wurde eine maximale Injektionszeit 
von 1000 ms und ausschließlich Scanevents, welche die maximale Injektionszeit nicht erreicht hatten, 
verwandt. Für die EThcD-Fragmentierung wurden bei einem AGC-Targetwert von 5e4, kalibrierte, 
ladungsabhängige ETD-Parameter gewählt und die zusätzliche normalisierte HCD-Aktivierung (sa) 
variiert. Die zusätzliche Fragmentierung der ETD-Produkte erfolgte mit 20, 25, 30, 40 & 50% NCE. 
Außerdem wurden bei einer konstanten zusätzlichen Aktivierung von 30% und einem AGC-
Targetwert von 5e4 unterschiedliche ETD-Reaktionszeiten von 75, 100, 125 und 150 ms erprobt. Zu-
letzt wurden bei 100 ms ETD-Reaktionszeit und einer zusätzlichen normalisierten Aktivierung von 




30% die AGC-Targetwerte variiert und Spektren mit 3 x 104, 4 x 104, 5 x 104 und 1 x 105 Ionen aufge-
zeichnet. CID und HCD MS/MS Spektren wurden mit verschiedenen NCEs zwischen 25% und 35%, 
einem Auflösungsvermögen von 15.000 und einem AGC-Targetwert von 5e4 aufgezeichnet. 
 
 
5.2.3 Datenbankgestützte Analyse der doppelt geladener, labilphosphorylierter Peptide 
Die erzeugten Daten wurden mit dem Programm Proteome Discoverer Version 2.1 (Thermo Fisher 
Scientific) ausgewertet. Als Suchalgorithmus wurde Sequest HT verwendet. Der Nichtfragmentionen-
filter wurde mit folgenden Kriterien eingesetzt: Precursorionen und ladungsreduzierte Precursorionen 
wurden innerhalb eines Massenfensters von ±2 Da und Signale, die aus Neutralverlusten resultierten, 
innerhalb eines Fensters von ±0.5 Da von der Evaluierung ausgeschlossen. Die MS/MS-Spektren wur-
den gegen eine Datenbank gesucht, welche die Sequenzen der synthetischen Phosphopeptide enthielt. 
Die Precursormassentoleranz wurde auf 10 ppm beschränkt und ein Fragmentmassenfehler von 
0,02 Da zugelassen. Phosphorylierungen (S, T, Y, C, K, H & R), Pyrophosphorylierungen (S & T) und 
Amidierungen des C-Terminus wurden als variable Modifikationen gesucht. Der Target Decoy PSM 
Validator wurde verwandt um PSMs mit einer FDR ˂0.01 zu filtern. Die Lokalisierung der Phospho-
rylierungsstelle erfolgte mit dem Algorithmus ptmRS unter der Berücksichtigung diagnostischer Io-
nen.85 Für die Untersuchung der einzelnen Fragmentierungsbedingungen wurden die drei technischen 
Replikate in einer Suche zusammengefasst. Die Identifizierungsrate für die einzelnen Bedingungen 
wurde aus dem Quotient der Anzahl an identifizierten Spektren und der gesamten Anzahl an aufge-
zeichneten Spektren ermittelt.  
 
 
5.3 Charakterisierung einer endogenen Cysteinphosphorylierung 
5.3.1 Bottom-up-In-Gelverdauansatz 
Nach der in vitro Phosphorylierung mit PEP wurde das Zelllysat mittels SDS-PAGE Gelelektrophore-
se aufgetrennt.  Eine Gelbande mit einer Masse von ca. 10 kDa wurde ausgeschnitten und ein Standard 
In-Gelverdau vorgenommen.333 Danach wurden die Proben in 1% Acetonitrillösung aufgenommen 
und mittels nanoLC-MS/MS analysiert. 
 
 
5.3.2 Bottom-up-2D-LC-MS-Ansatz mit Lösungsverdau 
Im Anschluss an die in vitro Phosphorylierung mit PEP wurde das Zelllysat mit 20 μg Trypsin (se-
quencing, grade (Madison, USA)) über Nacht verdaut. Das Hydrolysat wurde danach mittels RPLC 




fraktioniert. Als stationäre Phase kam eine Acclaim™ Pep Map 100 C18 Säule (1,0 mm x 250 mm x 
5 μm) bei einer Flussrate von 40 μL/min und einem linearen Gradient bei dem die Komponente B 
binnen 80 min von 1 auf 50% erhöht wurde, zum Einsatz. Komponente A der mobilen Phase beinhal-
tete 0,1% TFA und 5% ACN in Wasser. Und Komponente B bestand aus 0,1% TFA und 80% ACN in 
Wasser. Der Eluent wurde pro Fraktion für 65 s aufgefangen und die gesammelten Fraktionen durch 
poolen zu einer Gesamtanzahl von 16 Fraktionen vereinigt. Die Proben unter Vakuum eingeengt und 
in 6 μL 1%iger ACN-Lösung für die nanoLC-MS-Messung aufgenommen. 
 
 
5.3.3 Targeted Tandem-MS-Ansatz 
Für die nanoLC-MS-Analyse stand das in Kapitel 5.2.2 beschriebene System zur Verfügung. Die 
chromatographische Trennung erfolgte mit Hilfe einer Flussrate von und eines linearen Gradientens 
bei dem die Komponente B innerhalb von 60 min von 1% auf 50% erhöht wurde. Hochaufgelöste 
Übersichtsspektren wurden mit einem Auflösungsvermögen von 60.000, bei einem AGC-Targetwert 
von 1e5 und einer maximalen Injektionszeit von 50 ms aufgezeichnet. Im DDA-Modus wurden mo-
noisotopische Precursorionen einer Auswahlliste mit Ladungszuständen von zwei und drei mit einem 
massenselektiven Quadrupol für die Fragmentierung ausgewählt, wobei der höhere Ladungszustand 
bevorzugt wurde. FTMS2 Spektren wurden mit einem Auflösungsvermögen von 15.000, einem Targe-
twert von 1 x 105 und einer maximalen Injektionszeit von 200 ms gemessen. EThcD-Spektren wurden 
mit kalibrierten ladungsabhängigen ETD-Parametern zusätzlichen HCD-Aktivierungsenergien von 
10%, 20% und 30% aufgezeichnet. Für HCD wurde eine NCE von 30% gewählt. Die erzeugten 




5.4 Charakterisierung von Proteinmodifikationen 
5.4.1 Charakterisierung einer pyrophosphorylierten Myoglobinmutante 
5.4.1.1 LC-MS Messung des intakten Proteins 
Die intakten, modifizierten Proteine wurden mit einem RP-UPLC System Acquity™ H class (Waters) 
gekoppelt mit einem Xevo™ G2-XS-Q-TOF Massenspektrometer (Waters) analysiert. Für die chro-
matographische Trennung stand eine Acquity™ UPLC Protein BEH C4 Säule (300 Å, 1,7 µm, 2,1 mm 
x 50 mm) zur Verfügung, welche im Säulenofen bei 60°C gehalten wurde. Die mobile Phase setzte 
sich aus der Komponente A (0,1% Ameisensäure in H2O) und Komponente  B (0,1% Ameisensäure in 
ACN) zusammen. Die Trennung erfolgte innerhalb von 6 min mittels eines linearen Gradienten begin-




nend bei 5% und endend bei 95% von Komponente B. Die Proteine wurden im positiven Modus bei 
einer Sprayspannung von 4 kV ionisiert. Unterstützt wurde der Ionisierungsprozess mit einem Desol-
vatationsgasfluss von 400 l/min und einer Quellentemperatur von 100°C. Die Daten wurden im sensi-
tiven Modus mit einem Auflösungsvermögen von R=20.000 aufgezeichnet. Zur Erhöhung der Mas-
sengenauigkeit wurde Leucinenkephalin (m/z 556,2771, [M+H]+) als Lockmasse in regelmäßigen Ab-
ständen dem Ionenstrom zugeführt. Die erzeugten Rohdaten wurden mit dem MaxEnd1™ Algorith-
mus deconvoliert.  
 
 
5.4.1.2 Bottom-up-Proteomikansatz  
Das enzymatische verdaute Protein wurde in Wasser aufgenommen und mit dem in Kapitel 5.2.2 be-
schriebenen nanoLC-MS-System analysiert. Die chromatographische Trennung erfolgte bei einer 
Flussrate von 300 nL/min wobei die Komponente B innerhalb von 45 min von 2 auf 50% erhöht wur-
de. Die Komponente A setze sich aus 0,1% Ameisensäure zusammen und Komponente B bestand aus 
0,1% FA und ACN. FT-Übersichtsspektren wurden in einem Bereich von m/z 350 bis 1500 mit einem 
Auflösungsvermögen von 120.000 und einem AGC-Targetwert von 2 x 105 aufgezeichnet. Precursori-
onen mit Ladungszuständen zwischen 2+ und 4+ wurden mit einem massenselektiven Quadrupol in-
nerhalb eines Isolationsfensters m/z 1,6 isoliert und einer EThcD-Fragmentierung unterzogen. Als 
dynamische Ausschlusszeit wurden 30 s festgelegt und die maximale Injektionszeit zum Erreichen des 
Targetwertes von 1 x 105 auf 1 Sekunde begrenzt. Die ETHCD-Spektren wurden mit einem Auflö-
sungsvermögen von R=15.000 aufgezeichnet. Für den ETD-Prozess wurden ladungsabhängige 
ETD-Parameter verwendet und die zusätzliche Aktivierungsenergie (sa) auf 50% für doppelt geladene 
und 20% für höher geladene Precursorionen festgelegt. 
 
 
5.4.2 Charakterisierung einer cysteinphosphorylierten Angiogeninmutante 
5.4.2.1 LC-MS Messung des intakten Proteins 
Reaktionsprodukte der positionsspezifischen Cysteinphosphorylierung von Angiogenin S87C wurden 
mit Hilfe des in Kapitel 5.4.1.1 vorgestellten UPLC-MS-QTOF-Systems analysiert. Die chromatogra-
phische Trennung erfolgte mit einer Acquity™ UPLC Protein BEH C4 Säule (300 Å, 1,7 µm, 2,1 mm 
x 50 mm). Eluent A setzte sich aus 0,05% FA in Wasser und Eluent B aus 0,05% FA in ACN zusam-
men. Die Trennung erfolgte binnen 6 min bei 60 °C unter Anwendung eines linearen Gradients, bei 
dem der Anteil an Eluent B von 5 auf 95% erhöht wurde. Für die Ionisierung wurde eine Sprayspan-
nung von 4 kV angelegt, ein Desolvatationsgasfluss von 400 L*min-1 verwendet und die Ionenquelle 




auf 100 °C erwärmt. Die Daten wurden im sensitiven (linearen) Modus (R=20.000 (FWHM) aufge-
zeichnet. Als interner Kalibrant wurde Leucinenkephalin in regelmäßigen Abständen dem Gasfluss 
hinzugeführt. Die erzeugten Rohdaten wurden mit dem MaxEnd1™ Algorithmus dekonvoliert.  
 
 
5.4.2.2 Bottom-up-Ansatz  
Nach dem Lösungsverdau der Proteine wurden die Peptide in Wasser aufgenommen und mit dem in 
Kapitel 5.2.2 beschriebenen nanoLC-MS/MS System analysiert. Die chromatrographische Trennung 
wurde mit selbstgepackten C18 Säulen (Säulenmaterial: Poroshell™ 120 EC-C18, 2,7 μm (Agilent 
Technologies)) bei einer Flussrate von 280 nL/min durchgeführt. Das Laufmittel A setzte sich aus 
0,1% FA und Wasser, Laufmittel B aus 0,1% FA in ACN zusammen. Während der Gradientelution 
wurde die Komponente B innerhalb von 38 min von 4 auf 40% erhöht. Hochaufgelöste Übersichts-
spektren wurden in einem m/z-Bereich von 350-1500, R=60.000 und einem Targetwert von 4 x 105 
aufgezeichnet. Precursorionen mit Ladungszuständen zwischen zwei und vier wurden mit einem mas-
senselektiven Quadrupol innerhalb eines Isolationsfensters von m/z 1,6 ausgewählt und mittels EThcD 
und HCD im alternierenden Modus fragmentiert. Für die EThcD-Fragmentierung wurden ladungsab-
hängige ETD-Parameter und eine zusätzliche HCD-Aktivierung von 30% (NCE) genutzt. HCD-
Fragmentspektren wurden mit 30% NCE gemessen. Alle Fragmentspektren wurden mit einer Auflö-
sung von 15.000 aufgezeichnet.   
 
 
5.4.3 Charakterisierung von Antikörperwirkstoffkonjugaten und deren Derivaten 
5.4.3.1 LC-MS-Messung von Antikörper-Wirkstoffkonjugatuntereinheiten  
Proteine wurden in deionisiertem Wasser aufgenommen und eine Konzentration von ca. 10 pmol/μL 
eingestellt. Anschließend erfolgte die Analyse der Proteine mit dem in Kapitel 5.2.2 beschriebenen 
LC-MS-System. Für die chromatographische Trennung wurde ausschließlich der Ladekanal der 
HPLC-Anlage verwendet. Die Eluenten im Ladekanal setzten sich aus den Komponenten A (0,1% FA 
in Wasser) und B (0,1% FA in ACN) zusammen. Bei einer Flussrate von 400 μL/min wurde der Anteil 
an Komponente B in einer Gradientenelution binnen 23 Minuten von 0 auf 80% erhöht und die Protei-
ne mittels Reversed Phase Chromatographie (Chromatographiesäule: Waters Acquity™ UPLC 
BEH300 C4, 2,1 x 50 mm, 1,7 μm Partikeldurchmesser, 300 Å Porendurchmesser) getrennt. Für die 
Trennung wurde die Säule auf 60°C erwärmt. Nachdem die Proteine das chromatographische System 
passiert hatten, erfolgte die Ionisierung der Proteine im positiven Modus mit einer EASY-Max NG-
Ionenquelle und einer Sprayspannung von 4,5 kV. Zur Unterstützung des Ionisierungsprozesses wur-




den 75 Einheiten Sheath Gas, 12 Einheiten AUX Gas und eine Einheit Sweep Gas eingesetzt und diese 
Quellengase auf eine Temperatur von 300 °C gebracht. Die mehrfach positiv geladenen Ionen wurden 
bei einer Ionentransferkapillartemperatur von 320 °C in das Massenspektrometer geleitet und im In-
taktproteinmodus, welcher eine Druckreduktion innerhalb der Orbitrapzelle von 2,5 x 10-10 Torr auf 
1,4 x 10-10 Torr beinhaltet, gemessen. Als Detektor wurde die Orbitrapzelle mit einer Auflösung von 
R=15.000 im hohen Massenbereich verwandt. MS-Spektren wurden mit einem AGC-Targetwert von 
4e5, einer maximalen Injektionszeit von 50 ms und einem Scanbereich von m/z 500-3000 aufgezeich-
net. Zur Verbesserung des Signal-zu-Rauschverhältnisses wurden 10 Microscans zu einem MS-Scan 
zusammengefasst. Die generierten Daten wurden im Profilmodus dargestellt. Auf eine interne Kalib-
rierung mittels EASY-IC wurde verzichtet.     
 
 
5.4.3.2 Dekonvolution der LC-MS-Spektren 
Die MS-Daten wurden mit Hilfe der Software ProteinDeconvolut™ Version 3.0 (Thermo Fischer Sci-
entific) ausgewertet. Dazu wurden ein m/z-Bereich von 800-3000 und Ladungszustände z von 10-100 
berücksichtigt. Als Zielmasse wurde M=30.000 g/mol gewählt und das intakte Proteinmodell genutzt. 
Das dekonvolierte Spektrum wurde in einem Massenbereich von 10.000 bis 70.000 ausgegeben.  
 
 
5.4.3.3 Bottom-up-Proteomikansatz  
Hydrolysierte Antikörper-Wirkstoffkonjugatuntereinheiten wurden nach In-Gel Verdau erhalten, in 
Wasser gelöst und mit dem in Kapitel 5.2.2 System analysiert. Reversed Phase chromatographische 
Trennungen wurden mit einer selbstgepackten Kapillarsäule (Säulenmaterial: Poroshell™ 120 EC-
C18, 2,7 μm, Agilent Technologies), die einen Innendurchmesser von 75 μm und eine Länge von 
50 cm besaß, durchgeführt. Die mobile Phase bestand aus einer Komponente A  mit 0,1% Ameisen-
säure und einer mobilen Phase B mit 0,1% Ameisensäure in Acetonitril. Die mobile Phase wurde mit 
einer Flussrate von 300 nL/min bei einer Säulentemperatur von 50°C durch die Säule gepumpt. Inner-
halb von 38 min wurde dabei der Anteil an Komponente B von 2 auf 38% erhöht. Nach Elektro-
sprayionisation mit einer Sprayspannung von 2,4 kV wurde FT-Übersichtsspektren mit einer Auflö-
sung von R=60.000 (FWHM) und einem AGC-Targetwert von 4e5 aufgezeichnet. Precursorionen mit 
Ladungszuständen zwischen zwei und vier wurden mit einem scannenden Quadrupol isoliert (Isolati-
onsfenster: 1,6 Da). Precursorionen wurden sowohl mit HCD als auch mit EThcD im alternierenden 
Modus fragmentiert. HCD MS/MS-Spektren wurden mit einer normalisierten Kollisionsenergie von 
30% erzeugt. Für die EThcD-Fragmentierung wurden ladungsabhängige ETD-Bedingungen und 30% 
zusätzliche Aktivierung (sa) gewählt. Für beide Fragmentierungstechniken wurde eine maximale In-




jektionszeit von 500 ms für die Sammlung von 5 x 104 Precursorionen angesetzt. Alle Fragmentionen-
spektren wurden mit einer Auflösung von R=15.000 (FWHM) aufgezeichnet.    
 
 
5.4.4 Datenbankgestützte Auswertung synthetisch eingeführter Proteinmodifikationen 
MS-Daten wurde mit der Software Proteome Discoverer™ der Versionen 2.1 und 2.2 (Thermo Fisher 
Scientific) ausgewertet. Der Nichtfragmentionenfilter wurde mit folgendem Parametern eingesetzt: 
Precursorionen und ladunsgreduzierte Precursorionen wurden innerhalb eines Massenfensters von 
1 Da ebenso von der Suche ausgeschlossen wie Neutralverluste innerhalb eines Fensters von 0,5 Da. 
Die MS/MS Spektren wurden mit Hilfe der Suchmaschine Sequest HT™ gegen eine Datenbank ge-
sucht, welche die Aminosäuresequenzen der Myoglobinmutante, der Angiogeninmutante und der 
schweren und leichten Kette de Antikörpers Trastuzumab enthielt. Die Precursormassentoleranz wurde 
auf 10 ppm und die Fragmentionenabweichung auf 0,02 Da beschränkt. Oxidation von Methionin, 
Phosphorylierungen von S, T, C, K, H & R und Pyrophosphorylierungen an S & T bzw. Alkylierun-
gen von Cystein und Phosphoamidierungen an Serin, Threonin, Tyrosin, Lysin, Histidin, Arginin und 
Cystein wurden als variable Modifikation gesucht. PSMs wurden mit Hilfe des Percolators und des 
Target Decoy Validators und einer FDR ˂0,05 gefiltert. Peptidmodifikationen wurden darüber hinaus 
mittels ptmRS™ (Version 3.0) unter Berücksichtigung diagnostischer Fragmentionen im Phos-
phoRS-Modus lokalisiert. Die identifizierten modifizierten Peptide wurden zusätzlich manuell verifi-
ziert und deren Peakfläche bestimmt.  
 
 
5.4.5 ETD und EThcD top-down-Experimente von Myoglobin 
Selbstgezogene Nanoelektrospraykapillaren wurden mit ca. 2 μL Proteinlösung (C=10 pmol/μL) ge-
füllt und mit Hilfe einer angelegten Elektrosprayspannung von 2,4 kV ionisiert. Die im positiven Mo-
dus erzeugten Ionen wurden mit Hilfe des Orbitrap Fusion™ Tribrid Massenspektrometers (Thermo 
Fisher Scientific) analysiert. Um mögliche Proteinaddukte und die Hydrathülle abzustreifen, ohne 
dabei das Protein zu fragmentieren und eine zuverlässige Ionentransmission zu gewährleisten, wurde 
eine geringe in-source Fragmentierungsspannung von 15 V angelegt. Die erzeugten Precursorionen 
wurden daraufhin mit einem Auflösungsvermögen von R=120.000 und 10 Microscans im Profilmodus 
gemessen um deren Isotopenverteilung und monoisotopische Masse bestimmen zu können. Das MS-
Übersichtspektrum wurde in einem Bereich von 500-2000 m/z aufgezeichnet. Für das Erreichen des 
AGC-Targetwertes von 4 x 105 wurde eine maximale Injektionszeit von 50 ms zugelassen. Daraufhin 
wurden gezielt Precursorionen mit erkannten Ladungszuständen und m/z-Verhältnissen mit Hilfe eines 
massenselektiven Quadrupols in einem Isolationsfenster von 3 Da isoliert und in die Niederdruckzelle 




der Ionenfalle transferiert. Bei ETD-MS/MS Experimenten wurden in der Zelle innerhalb einer maxi-
malen Injektionszeit von 246 ms 3 x 105 Precursorionen gesammelt und mit 5 x 105 Ionen des ETD-
Reagenz für 6 ms zur Reaktion gebracht. Für EThcD-Spektren wurde die gebildete Ionenpopulation 
einer zusätzlichen HCD-Fragmentierung mit einer normalisierten Fragmentierungsenergie (NCE) von 
15% unterzogen. Die generierten Fragmentionen wurden daraufhin aus der Ionenfalle geschickt und in 
der Orbitrapzelle bei einem Auflösungsvermögen von R=120.000 und einem Massenbereich von 200-
2000 m/z detektiert. Zur Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhältnisses wurden zehn Microscans 
für ein Fragmentspektrum akkumuliert. Um eine hohe Massengenauigkeit sicher zu stellen und um auf 
die EASY-IC-Funktion verzichten zu können, wurde das Massenspektrometer vor der Messung kalib-
riert. Die Daten wurden mit der Software ProSight Lite™ ausgewertet.283   
 
 
5.5 Ansatz zur Identifizierung von pLys auf dem Histon H1 
5.5.1 Derivatisierung von pLys-Peptiden (Propionylierung) 
Die Propionylierung basierte auf dem Protokoll von Garcia et al.289 Dazu wurde ca. 1 mM Peptid in 
10 μL Ammoniumhydrogencarbonat (ammonium bicarbonate, AmBic) (100mM) aufgenommen. Dem 
Puffer wurde danach 1 μL konzentrierte Ammoniumhydroxidlösung hinzugegeben. 2 μL frisch herge-
stelltes Propionylierungsreagenz (eine Mischung aus 75 μL Propionsäureanhydrid und 25 μL Metha-
nol 99%) wurden der Lösung hinzugefügt, gemischt, für 15 min bei 30 °C inkubiert und zentrifugiert. 




5.5.2 Derivatisierung von Histon H1(Propionylierung) 
Für die Propionylierung des Histon H1 wurden 5 μg Protein in 5 μL AmBic (100mM) aufgenommen. 
Der Lösung wurden danach 2 μL konzentrierte Ammoniaklösung hinzugegeben und weitere 20 μL 
frisch hergestelltes Propionylierungsreagenz (eine Mischung aus 75 μL Propionsäureanhydrid und 
25 μL Methanol 99%) hinzugefügt. Um den pH-Wert auf acht zu stellen wurden anschließend 
ca. 400 μL konzentrierte Ammoniaklösung hinzugegeben. Inkubiert wurde für 20 min bei 30 °C. Nach 
der Zentrifugation wurde die Lösung bei 30 °C für 2 h in der Speedvac eingeengt. Der Rückstand 
wurde in 10 μL Verdaupuffer aufgenommen und in einem Verhältnis von 1:10 mit Trypsin für 13 h 
verdaut. 
 




5.5.3 WCX zur Trennung von Proteinen 
Für die WCX-Trennung stand eine Agilent 1260 Infinity™ II HPLC-Anlage mit Fraktionssammler 
(Santa Clara, USA) zur Verfügung. Gesteuert wurde die Anlage mit der Software ChemStation™ O-
penLAB CDS Version 2.3.53. Sowohl der Autosampler als auch der Fraktionssammler wurden bei 
4°C eingesetzt. Alle weiteren Komponenten der Anlage wurden bei Raumtemperatur betrieben. Die 
Aufzeichnung der Chromatogramme erfolgte bei Wellenlängen von 216 und 280 nm. Ein Gemisch aus 
fünf Standardproteinen (Myoglobin, bovines Serumalbumin, Cytochrom C, β-Casein und β-Lactoglo-
bulin) mit verschiedenen molaren Massen und isoelektrischen Punkten wurde mit einer ProPac™ 
WCX-10 BioLC™ Analytiksäule (4 mm x 200 mm, 10 μm, Thermo Fisher Scientific) getrennt. Der 
binäre Gradient bestand aus Komponente A (20 mM MES) und Komponente B (20 mM MES und 
200 mM NaCl). Beide Komponenten wurden auf einen pH-Wert von 6,5 eingestellt. Folgender Gradi-
ent kam zum Einsatz: 
 
Tabelle 9: Gradient der WCX zur Trennung von Proteinen. 
Zeit (min) Flussrate (ml/min) Puffer A (%) Puffer B (%) 
0-0,01 1 99 1 
0,01-20 1 65 35 
20-30 1 20 80 
30-35 1 20 80 
35-36 1 99 1 
36-45 1 99 1 
 
 
5.6 Proteomikansatz zur Analyse labiler Phosphorylierungen 
5.6.1 Kultivierung und Zelllyse von HeLa-Zellen 
HeLa-Zellen wurden in einem standardisierten Zellkulturnährmediums (Dulbecco`s Modified Eagle 
Medium, DMEM, BioChrom, Berlin, 4500 mg/L Glucose mit Natriumbicarbonat, ohne L-Glutamin 
und Natriumpyruvat), zugesetzt mit 10% fötalem Kälberserum, Penicillin (100 U/mL) und Streptomy-
cin (100 U/ml) bei 37°C und 5% CO2 gehalten. Für die Passage der Zellen wurden diese mit warmen 
PBS-Puffer (Biochrom, Biochrom) gewaschen und mit 1 mL Accutase (BioWest, Eschweiler) Trypsin 
(0,05% (v/v)) für 2-5 1 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion durch Zugabe von 10 mL DMEM abge-
brochen. Für die Zelllyse wurden Zellen in einer 150cm2 Zellkulturschale mit PBS gewaschen, mit 
einem Zellschaber geerntet und für 5 min bei 300 g zentrifugiert. Anschließend wurde mit  PBS-Puffer 
gewaschen und mit 100μL Lysispuffer (8 M Harnstoff, 50 mM AmBic, einer Tablette (cOmplete™ 
Ultra Mini EDTA-frei, Roche, Basel, Schweiz) auf 10 mL H2O) und  PhosphoStop™ lysiert. Das Lysat 




wurde für 3 x 10 s im Ultraschallbad behandelt, über 20 min bei 20.000 g zentrifugiert und die Pro-
teinkonzentration vom Überstand mit einem BCA-Assay bestimmt.   
Die erhaltenen Proteine wurden mit 3 mM Dithiothreitol (DTT) in 50 mM AmBic für 20 min bei 30°C 
reduziert, gekühlt und die freien Thiolgruppen der Cysteine mit 14 mM Ioacetamid (in 50 mM Am-
Bic) für 45 min bei Raumtemperatur alkyliert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von DTT auf eine 
finale Konzentration von 7 mM abgebrochen. Die Harnstoffkonzentration wurde durch Zugabe von 
50 mM AmBic auf 2 M reduziert. Der In-Lösungsverdau fand über Nacht (ca. 14 h) bei Raumtempera-
tur mit 2 % (w/w) Trypsin (sequencing grade modified, Promega) statt. Alle Schritte wurden, wenn 
möglich, unter Ausschluss von Licht durchgeführt. 
Ca. 2 mg der tryptischen Peptide wurden mit 15 μL 10%iger Ameisensäurelösung auf einen pH-Wert 
von 3,5 gebracht und anschließend mit einer Tischzentrifuge Eppedorf 5427 (Eppendorf, Hamburg) 
für 5 min bei 4°C und 14.000 rpm zentrifugiert. Parallel dazu wurde eine tC18-Sep-Pak™ Kartusche 
(Waters) zweimal mit jeweils 3 mL Methanol (MeOH), 3 mL 30%iger ACN-Lösung und 3 mL 
0,1%iger Ameisensäure gespült. Der Zentrifugationsüberstand wurde danach auf die Kartusche gela-
den und zweimal mit jeweils 1 mL 0,1%iger Ameisensäure gewaschen. Die entsalzten Peptide wurden 
zweimal mit jeweils 500 μL 30%iger ACN-Lösung eluiert. Zur Neutralisation und pH-Werteinstellung 
wurden 15 μL 5%ige Ammoniaklösung vorgelegt. Die Beladung, das Waschen und die Elution erfolg-
ten mit eisgekühlten Puffern. Die eluierten Peptide wurden abschließend bei Raumtemperatur in der 
SpeedVac Savant™ SPD1010 (Thermo Fisher Scientific) eingeengt und mit verschiedenen Anreiche-
rungsverfahren aufgearbeitet.  
 
 
5.6.2 Phosphopeptidanreicherung mittels SAX 
Die SAX-Trennung erfolgte auf der unter Kapitel 5.5.3 beschriebenen HPLC-Anlage. Die entsalzten, 
tryptischen Peptide (ca. 2 mg) wurden mit einer PolySAX™ LP-Säule (4,6 mm x 200 mm, 5 μm, 
300 Å, Poly LC, Columbia, USA) und einem binären Gradienten bestehend aus Komponente A 
(20 mM Ammoniumacetat, 10% ACN) und Komponente B (300 mM Triethylammoniumphosphat, 
10% ACN) bei einem pH-Wert von 6,8 getrennt. Die Trennung wurde wie folgt durchgeführt:  
 
Tabelle 10: Gradient der SAX zur Anreicherung von Phosphopeptiden. 
Zeit (min) Flussrate (ml/min) Puffer A (%) Puffer B (%) 
0-0,01 1 100 0 
0,01-5 1 100 0 
5-43 1 0 100 
43-48 1 0 100 
48-50 1 100 0 
50-60 1 100 0 




Fraktionen wurden von Beginn an bis Minute 48 gesammelt und jeweils drei Fraktionen miteinander 
vereinigt, sodass man insgesamt 16 Fraktionen erhielt, welche im Anschluss lyophilisiert wurden. Die 
hohen Salzfrachten wurden im Anschluss mittels StageTips entfernt. 
StageTips wurden mit jeweils drei Scheiben C18-Material (Empore™ Octadecyl Solid Phase Extrac-
tion disks, Supelco,) in einer 200 μL Pipettenspitze angefertigt. Diese Spitzen wurden nacheinander 
mit jeweils 100 μL MeOH, 50%iger ACN-Lösung und Wasser durch Zentrifugation mit einer Sonati-
on STC-V2-Tischzentrifuge (Sonation Labsolutions, Biberach) bei einer Drehzahl von 6.200 rpm ge-
waschen. Der Rückstand der SAX-Fraktionen wurde in 100 μL Wasser aufgenommen und die Stage-
Tips damit beladen. Der Durchfluss wurde nicht verworfen, sondern ein weiteres Mal zum Beladen 
der Stage-Tips genutzt. Danach wurden die Peptide mit 100 μL Wasser gewaschen und mit 50 μL 
50%iger ACN-Lösung eluiert. Die Eluate wurden abschließend in der SpeedVac unter Raumtempera-
tur getrocknet und für die LC-MS-Analyse in Wasser aufgenommen.     
 
 
5.6.3 Phosphopeptidanreicherung mittels TiO2 
Titansphere™ TiO2 beads (MZ-Analysentechnik, Mainz) wurden mit einer DHB-Lösung (30 mg/mL in 
80%ACN) in einem Verhältnis von 50 μL DHB-Lösung auf 5 mg TiO2 für 10 min in der Dunkelheit 
mit einem Überkopfschüttler inkubiert. Parallel dazu wurde das entsalzte Lysat in AmBic aufgenom-
men und eine Konzentration von 5mg/mL eingestellt. Es folgte der erste Anreicherungszyklus: Dazu 
wurden ca. 0,5 mg/mL Protein mit 1450 μL Waschlösung I (30% ACN, pH=3,2 oder 2,7 (TFA)) in 
einem 2 mL Eppendorfgefäß mit 50 μL des TiO2/DHB Gemisches für 30 min bei Raumtemperatur 
unter Ausschluss von Licht geschüttelt. Danach wurde für 2 min bei 1050 g und 12 °C zentrifugiert. 
Der Überstand wurde für einen weiteren Anreicherungszyklus verwendet. Der Ablauf des Beladens 
der Beads, des Waschens und der Elution wird dann noch dreimal wiederholt. Waschlösung I.1 wurde 
in 1500 μL 30% ACN pH=3,2 aufgenommen für 10 min in der Dunkelheit inkubiert bei Raumtempe-
ratur inkubiert und danach für 2 min bei 1050 g und 12 °C zentrifugiert. Waschlösung I.2 wurde eben-
falls gelöst, inkubiert, zentrifugiert und der Überstand verworfen. Mit Waschlösung II wurde in glei-
cher Weise verfahren. Abschließend wurden 1450 μL Überstand abgenommen und mit 100 μL der 
Waschlösung II vereinigt. Danach wurden die Beads aus dem Eppendorfgefäß entfernt und damit Sta-
ge Tips gepackt mit drei Lagen C8-Material (Empore™ Octyl Solid Phase Extraction disks, Supelco) 
beladen. Die Tips wurden danach für 9 min bei 1050 g und 12 °C zentrifugiert bis kein Überstand 
mehr zu sehen war. Für die Elution der Peptide wurden die Tips jeweils dreimal mit 100 μL 40%iger 
Ammoniaklösung in ACN (v/v) für 3 min bei 1050 g und 12 °C gewaschen und das Eluat aufgefan-
gen. Das eisgekühlte Eluat wurde danach in der Speedvac auf ca. 50 μL eingeengt, in Probenvials 
überführt und bis zur Trockene eingeengt. Der Rückstand wurde für die LC-MS-Analyse in 3% 
ACN-Lösung aufgenommen.  




5.6.4 Phosphopeptidanreicherung mittels Fe3+-IMAC 
Für die Fe3+-IMAC-Anreicherung stand die in Kapitel 5.5.3 beschriebene Anlage zur Verfügung. Die 
Methodik basierte auf dem von Potel et al. publizierten Verfahren zur Anreicherung von Phospho-
histidinpeptiden und wurde für die verwendete HPLC-Anlage angepasst.26 Die entsalzten, tryptischen 
Peptide (ca. 2 mg) wurden in 80 μL eiskalten Laufpuffer A aufgenommen, mit 20 μL 10%iger TFA-
Lösung auf einen pH-Wert von 2,3 gebracht und damit die Fe3+-IMAC-Anreicherungssäule (Propac™ 
IMAC-10, 4 x 50 mm, Thermo Fisher Scientific) beladen. Puffer A setzte sich aus 0,07% TFA, 
30% ACN und Wasser zusammen. Puffer B bestand aus einer 0,3% igen Ammoniaklösung. Folgendes 
Gradientenprofil wurde eingesetzt: 
 
Tabelle 11: Gradient der Fe3+-IMAC Phosphopeptidanreicherung. 
Zeit (min) Flussrate (ml/min) Puffer A (%) Puffer B (%) 
0-0,3 1,0 100 0 
0,3-7,0 0,1 100 0 
7,01-12,0 1,0 100 0 
12,01-13,5 1,0 50 50 
13,51-16,0 0,5 50 50 
16,1-25,0 1,0 100 0 
 
Ab einer Retentionszeit von 12 min wurde für sechs Minuten das Eluat aufgefangen. Das Gemisch 
wies einen pH-Wert von ca. 8,0 auf und wurde in der Vakuumzentrifuge eingeengt. Um diesen Pro-
zess zu beschleunigen wurde das Eluat auf mindestens 10 Aliquote aufgeteilt und alle Aliquote paral-
lel eingeengt. Der erhaltene Rückstand wurde für die LC-MS-Messung direkt in Wasser aufgenommen 
oder für eine zusätzliche Fraktionierung mittels RP-HPLC in Laufpuffer A gelöst. 
Vor dem ersten Gebrauch wurde die Säule mit drei Säulenvolumen 20 mM Ameisensäure gespült. Die 
Beladung mit Eisenkationen erfolgte mit einer Lösung aus 25 mM Eisen-III-chlorid und 100 mM Es-
sigsäure. Nach der Beladung wurde die Säule mit mehr als 20 Säulenvolumen gespült. 
Vor dem Gebrauch der Säule ist darauf zu achten, dass die HPLC-Anlage möglichst salzfrei ist, da 
dies eine Reduktion der Bindungsfähigkeit verursachen kann. 
 
 
5.6.5 Fraktionierung eines HeLa-Proteoms mittels RP-HPLC 
5.6.5.1 Schwach basische RP-HPLC-Bedingungen 
Reversed-Phase chromatographische Fraktionierungen wurden mit Hilfe einer Ultimate™ Plus 
HPLC-Anlage von LC Packings (Thermo Fisher Scientific) durchgeführt. Die Steuerung erfolgte über 
die Software Chromeleon™ Version 6.60. Das Chromatogramm wurde bei Wellenlängen von 215 und 




280 nm aufgezeichnet. Die chromatographische Trennung erfolgte mit einer XBridge™ Peptide BEH 
C18 Säule (3,5 μm, 130 Å, 1 mm x 150 mm, Waters). Puffer A enthielt 10 mM NH4HCO3 und 
2% ACN. Puffer B setzte sich aus 10 mM NH4HCO3 und 80% ACN zusammen. Beide Laufmittel 
wurden auf einen pH-Wert von 8 eingestellt. Folgende zwei Gradienten fanden Anwendung:  
 
Tabelle 12: Gradient 1 der basischen RPLC. 
Zeit (min) Flussrate (μl/min) Puffer A (%) Puffer B (%) 
0-10 50 99 1 
10-70 50 73 27 
70-78 50 40 60 
78-79 50 5 95 
79-83 50 5 95 
83-84 50 99 1 
84-110 50 99 1 
 
 
Tabelle 13: Gradient 2 der basischen RPLC. 
Zeit (min) Flussrate (μl/min) Puffer A (%) Puffer B (%) 
0-5 50 99 1 
5-60 50 73 27 
60-68 50 40 60 
68-69 50 5 95 
69-73 50 5 95 
73-74 50 99 1 
74-100 50 99 1 
 
Gradient 1 wurde bei Proben eingesetzt, welche neben den Peptiden noch Verunreinigungen (wie z.B. 
Salze) enthielten. Um diese abzutrennen, erfolgte das Sammeln von Fraktionen ab einer Retentionszeit 
von 10 min. Drei verschiedene Poolingstrategien wurden dabei verwand. Eine Strategie sah vor, in 
sechs Zyklen zehn verschiedene Fraktionen in einer Gesamtzeit von 60 min zu sammeln. Bei der zwei-
ten Strategie wurden sechszehn Fraktionen gesammelt. Diese ergaben sich aus vier durchlaufenen 
Zyklen, sodass die Fraktionierung über 64 min andauerte. Die dritte Methodik umfasste acht Zyklen, 
wobei in jedem Zyklus acht Fraktionen gesammelt wurden und somit über einen Zeitraum von 64 min 
die Fraktionierung durchgeführt wurde. Bei allen Strategien wurden demzufolge Fraktionen in einer 
Länge von 1 min gesammelt.       
Gradient 2 wurde bei der Fraktionierung von Proben mit einem geringen Anteil an Verunreinigungen 
oder in diesem pH-Wertbereich äußerst polaren Peptiden verwendet. In diesem Fall wurde auf den 




zehnminütigen Waschschritt zu Beginn verzichtet und sofort der Anteil an Komponente B kontinuier-
lich erhöht. Das Sammeln der Fraktionen erfolgte ab dem Zeitpunkt der Totzeit und nach den bereits 
beschriebenen Strategien.  
     
  
5.6.5.2 Saure RP-HPLC-Bedingungen 
Für die Fraktionierung unter sauren Bedingungen wurde die oben beschriebene HPLC-Anlage ver-
wendet. Als chromatographische Säule stand eine Acclaim™ PepMap100 C18-Säule (5 μm, 100 Å, 
1 mm x 250 mm, Thermo Fisher Scientific) zur Verfügung. Die mobile Phase setzte sich aus der 
Komponente A (0,1% FA & 1% ACN) und der Komponente B (0,1% FA und 80% ACN) zusammen. 
Die Trennung erfolgte nach folgendem Gradienten: 
 
Tabelle 14: Gradient der sauren RPLC. 
Zeit (min) Flussrate (μl/min) Puffer A (%) Puffer B (%) 
0-2 40 99 1 
2-84 40 50 50 
84-92 40 35 65 
92-94 40 5 95 
94-96 40 5 95 
96-98 40 99 1 
98-128 40 99 1 
 
 
Für die Fraktionierung wurde ebenfalls eine Poolingstrategie verwendet. Ab einer Retentionszeit von 
15 min wurden Fraktionen gesammelt, wobei vier Zyklen mit jeweils acht Proben durchlaufen wur-
den. Da die Fraktionslänge auf 140 s festgelegt war, ergab sich eine Gesamtfraktionierungszeit von 
75 min.  
 
 
5.6.6 LC-MS-Analyse der Fraktionen nach basischer und saurer Fraktionierung 
Die eingeengten Fraktionen wurden in 5 μL deionisiertem Wasser aufgenommen. Danach erfolgte die 
Analyse der Peptide mit einem Reversed-Phase-Kapillarchromatographischen System (Dionex Ulti-
mate 3000 NCS-3500RS Nano (Thermo Fisher Scientific) gekoppelt mit einem Orbitrap Elite™ Mas-
senspektrometer (Thermo Fisher Scientific). Die Steuerung des Systems erfolgte über die Software 
Xcalibur™ Version 2.2 und Chromeleon™ Xpress. Als Trapping-Säule kam eine PepMap™ C18-
Vorsäule (5 μm, 100 Å, 5 mm x 300 μm, Thermo Fisher Scientific) zum Einsatz.  




Diese wurde beladen und die Peptide durch Spülen mit 2% Eluent A entsalzt sowie aufkonzentriert. 
Die Laufmittel im Ladekanal setzten sich aus den Komponenten A (0,1% TFA in Wasser) und B 
(0,1% TFA in ACN) zusammen und wurden mit einer Flussrate von 300 μL/min für 25 min über die 
Vorsäule gepumpt. Danach wurde die Vorsäule in den analytischen Strom geschaltet und die Peptide 
mittels NanoLC getrennt. Die chromatographische Trennung erfolgte mit einer Acclaim™ PepMap™ 
Säule (Thermo Fisher Scientific) in einer Länge von 250 mm und einem Durchmesser von 0,075 mm. 
Gepackt war die Trennsäule mit 3 μm großen Partikeln mit einer Porengröße von 120 Å. Als Laufmit-
tel kamen die Komponente A mit 0,1% Ameisensäure in Wasser und die Komponente B mit 0,1% 
Ameisensäure in Acetonitril zum Einsatz. Komponente B wurde in 65 min von 0 auf 30% erhöht  und 
in weiteren zehn Minuten auf 50% erhöht. Die  Ionisierung der Analyten erfolgte im positiven Modus 
bei einer Elektrosprayspannung von 2,1 kV. Die Precursorionen wurden bei einer Ionentransfertempe-
ratur von 275 °C in den Massenspektrometer geleitet. Massenspektren wurden im datenabhängigen 
Aufnahmemodus (data dependent acquisition, DDA) aufgezeichnet. FTMS-Übersichtsspektren wur-
den für den Massenbereich von 350 bis 1500 m/z bei einem Auflösungsvermögen von 60.000 aufge-
zeichnet. Um den AGC-Targetwert von 1 x 106 zu erreichen, wurde eine maximale Injektionszeit von 
50 ms angewendet. Die 15 höchstabundantesten Peaks wurde einer CID-Fragmentierung unterzogen. 
Als dynamische Ausschlusszeit wurden 60 s eingesetzt. Fragmentspektren wurden in der Ionenfalle 
bei einem Targetwert von 3e3 und einer maximalen Injektionszeit von 40 ms aufgezeichnet. Es wurde 
eine normalisierte Kollisionsenergie NCE von 35% eingesetzt.  
 
 
5.6.7 Datenbankgestützte Auswertung der Fraktionierung eines HeLa-Proteoms 
Die aufgezeichneten Rohdaten wurden mit der Software Proteome Discoverer™ Version 2.1 (Thermo 
Fischer Scientific) ausgewertet. Als Suchmaschine wurde Sequest™ mit einer Precursormassentoleranz 
von 10 ppm und einer Fragmentionentoleranz von 0,3 Da verwendet. Die Daten wurden gegen eine 
humane Proteomdatenbank gesucht. Oxidationen von Methionin, Alkylierungen von Cystein und 
Phosphoamidierungen an Serin, Threonin, Tyrosin, Lysin, Histidin, Arginin und Cystein wurden als 
variable Modifikation gesucht. Die Peptide Spektrum Matches (PSMs) wurden mit dem Percolator 
und einer False Discovery Rate (FDR) ˂0.05 gefiltert.  
 
 
5.6.8 Phosphoimmonium getriggerte EThcD zur Identifizierung von pLys-Peptiden 
Phosphoproteome wurde mit dem in Kapitel 5.2.2 beschriebenen nanoLC-MS/MS System analysiert. 
Die Peptide wurden auf eine PepMap™ C18-Vorsäule (5 μm, 100 Å, 5 mm x 300 μm, Thermo Fisher 
Scientific) geladen und durch Spülen mit 2% Eluent B entsalzt sowie aufkonzentriert. Die Laufmittel 




im Ladekanal setzten sich aus den Komponenten A (0,1% FA in Wasser) und B (0,1% FA in ACN) 
zusammen und wurden mit einer Flussrate von 12 μL/min für 65 min über die Vorsäule gepumpt. Da-
nach wurde die Vorsäule in den analytischen Strom geschaltet und die Peptide mittels NanoLC ge-
trennt. Die chromatographische Trennung erfolgte mit einer selbst gepackten Kapillarsäule (Säulenma-
terial: Poroshell™ 120 EC-C18, 2,7 μm, Agilent Technologies), die einen Innendurchmesser von 
75 μm und eine Länge von 50 cm besaß. Als Laufmittel kamen die Komponente A mit 0,1% Ameisen-
säure in Wasser und die Komponente B mit 0,1% Ameisensäure in Acetonitril zum Einsatz. Für die 
Trennung der Peptide wurde Komponente B innerhalb von 150 min auf 34% erhöht. Dies geschah bei 
einer Säulentemperatur von 30°C. Sobald die Analyten das chromatographische System verlassen 
hatten, erfolgte deren Ionisierung im positiven Modus bei einer Elektrosprayspannung von 2,1 kV. Die 
Precursorionen wurden bei einer Ionentransfertemperatur von 275 °C in den Massenspektrometer ge-
leitet. Massenspektren wurden im datenabhängigen Aufnahmemodus (data dependent acquisition, 
DDA) aufgezeichnet. FTMS-Übersichtsspektren wurden für den Massenbereich von 375 bis 1500 m/z 
bei einer Auflösung von 60.000 (FWHM) unter Verwendung der EASY-IC-Funktion aufgezeichnet. 
Zum Erreichen des AGC-Targetwert von 4 x 105, wurde eine maximale Injektionszeit von 50 ms zuge-
lassen. Die monoisotopischen Spezies von zwei bis vierfach geladenen Precursorionen wurden für die 
Fragmentierung ausgewählt, wobei Vorläuferionen mit hohem Ladungszustand bevorzugt fragmentiert 
wurden. Die Precursor wurden mit einem massenselektiven Quadrupol innerhalb eines Isolationsfens-
ters von 1.6 m/z isoliert. Als dynamische Ausschlusszeit wurden 30 s verwendet. Ab einem Schwel-
lenwert von 5 x 104 wurden HCD MS/MS Spektren mit einer normalisierten Kollisionsenergie von 
30% und einem AGC-Targetwert von 2,5 x 104 aufgezeichnet. Für die Isolierung der Vorläuferionen 
standen 120 ms zur Verfügung. Die Injektion von Precursorionen zu jeder möglichen, parallelisierba-
ren Zeit wurde zugelassen. Die generierten Fragmentionen wurden in Abhängigkeit der Komplexität 
der Probe mit einer Auflösung von 15.000 bzw. 30.000 (FWHM) im Centroidmodus detektiert. Sobald 
eines der drei Fragmente (m/z 164,047; 181,074 oder 190,037) innerhalb eines Massenfensters von 
±10 ppm auftrat, wurde ein zusätzliches EThcD Fragmentionspektrum des gleichen Precursorions 
aufgezeichnet. Für die getriggerte EThcD Fragmentierung wurde eine maximale Injektionszeit von 
1000 ms bei einem AGC-Targetwert von 1 x 105 zugelassen. Die generierten EThcD-Fragment-
spektren wurden mit einer Auflösung von 60.000 (FWHM) als profile Daten aufgezeichnet. Für den 
ETD-Prozess wurden kalibrierte, ladungsabhängige ETD-Parameter verwendet und die zusätzliche 
Fragmentierung mittels HCD zugelassen. Die normalisierte Kollisionsenergie der zusätzlichen Akti-
vierung betrug 30%. 




5.7 LC-MS-Methode zur Analyse pyrophosphorylierter Peptide 
5.7.1 Synthese pyro- und diphosphorylierter Peptide  
Die Pyrophosphopeptide wurden nach einem weiterentwickelten Verfahren von Marmelstein et. al 
synthetisiert.74 Zu Beginn wurden Phosphopeptide nach traditioneller Fmoc-basierter Festphasensyn-
these (SPPS) hergestellt.305 Eine Suspension von Phosphopeptiden (4-6 μmol) im DMA wurde mit 
einer Lösung aus Lithiumbenzyl-1H-imidazol-1-ylphosphonate (3 äq, 12-18,0 μmol) in DMA und eine 
Lösung aus ZnCl2 (8 äq, 32-48.0 μmol) in H2O behandelt. Für eine optimale Löslichkeit setzte sich das 
Lösungsmittelgemisch aus 15% H2O in DMA (3-4 μM)  zusammen. Die erhaltene Lösung wurde auf 
45 °C erhitzt und für 1,5-2 h gerührt, bis eine klare Lösung erhalten wurde. Das Reaktionsgemisch 
wurde anschließend über einen 0,22 μm Spritzenfilter gegeben und mit einer präparativen HPLC auf-
gereinigt. Die vereinigten Fraktionen wurden unter Vakuum eingeengt und das benzylgeschützte, wei-
ße, kristalline Intermediat erhalten. Einer Lösung des Intermediates (5-7 μmol) in 15% DMA in H2O 
(3-4 μM) wurden Palladium auf Kohlenstoff (10%, 50% feucht, 2 äq., 10-14.0 μmol) und Triethylamin 
(4 äq, 20-28 μmol) hinzugegeben. Das mit einem Septum abgeschlossene Probenröhrchen wurde unter 
N2-Atmosphäre gespült. Nach 12-15 Stunden langem Rühren wurde das Reaktionsgemisch über einen 
0,22 μm Spritzenfilter filtriert und mit 100-200 μL H2O gewaschen. Das Filtrat wurde danach chroma-
tographisch aufgereinigt und die pyrophosphorylierten Peptide isoliert. Die gewünschten Fraktionen 
wurden unter Vakuum konzentriert und ein weißer Feststoff isoliert. Die Reinheit der Peptide wurde 
mittels analytischer HPLC bestimmt und die Identität der Peptide mit hochauflösender Massenspekt-
rometrie und 31P NMR bestätigt.    
Diphosphorylierte Peptide wurden nach einem Standard Fmoc-SPPS-Protokoll synthetisiert. Die 
Reinheit der isolierten Peptide wurde mit analytischer HPLC untersucht und die Identität der Peptide 
mit hochauflösender Massenspektrometrie nachgewiesen.  
 
 
5.7.2 Massenspektrometrische Analyse pyro- und diphosphorylierter Peptide 
Die synthetischen Peptide wurden in deionisiertem Wasser aufgenommen und eine Konzentration von 
ca. 5 pmol/μL eingestellt. Anschließend erfolgte die Analyse der Peptide mit dem in Kapitel 5.2.2 
beschriebenen nanoLC-MS-System. Als Laufmittel kamen die Komponente A mit 0,1% Ameisensäure 
in Wasser und die Komponente B mit 0,1% Ameisensäure in Acetonitril zum Einsatz. Bei einer Fluss-
rate von 200 nl/min wurde eine Gradientenelution durchgeführt, wobei der Anteil an Komponenten B 
innerhalb von 45 min von 2 auf 30% erhöht wurde. 
Die Ionisierung der Analyten erfolgte im positiven Modus bei einer Elektrosprayspannung von 2,4 kV. 
Die entstandenen Precursorionen wurden bei einer Ionentransfertemperatur von 275 °C in den Mas-
senspektrometer geleitet. Massenspektren wurden im datenabhängigen Aufnahmemodus (data depen-




dent acquisition, DDA) aufgezeichnet. Ein hochaufgelöstes Übersichtsspektrum wurde in einem Mas-
senbereich von 350 bis 1500 m/z und einer Auflösung von 120.000 (FWHM) gemessen. Zur Erhöhung 
der Massengenauigkeit wurde die Easy-IC-Funktion, als Lockmasse, genutzt. Zum Erreichen des 
AGC-Targetwertes von 2 x 105 wurde eine Injektionszeit von 50 ms zugelassen. Daran schlossen sich 
im top-speed Modus MS/MS-Scans von den Signalen mit höchster Intensität an. Dazu wurden Precur-
sorionen, welche eine Signalintensität von 1e5 erreichten, mit Hilfe eines massenselektiven Quadru-
pols in einem Isolationsfenster 1.6 m/z isoliert und mittels CID, HCD oder EThcD fragmentiert. CID 
Fragmentionspektren wurden in der Ionenfalle mit einem AGC-Targetwert von 1 x 104 und verschie-
denen normalisierten Kollisionsenergien, welche von 25 bis 35% reichten, generiert und als centroide 
Daten erfasst. Zusätzlich wurden ebenfalls hochaufgelöste CID MS/MS Spektren mit einer Auflösung 
von 30.000 (FWHM) als profile Daten aufgezeichnet. HCD MS2 Spektren wurden mit einer normali-
sierten Kollisionsenergie von 30% und einem AGC-Targetwert von 5 x 104 aufgezeichnet. Für die 
Fragmentierung mittels EThcD wurden ladungsabhängige ETD-Parameter für den Elektrontransfer-
prozess gewählt und eine zusätzliche Aktivierung mittels HCD zugelassen. Die zusätzliche normali-
sierte Fragmentierungsenergie richtete sich nach dem Ladungszustand des Vorläuferions. Sowohl 
HCD als EThcD Fragmentspektren wurden in der Orbitrapzelle mit einer Auflösung von 15.000 
(FWHM) gemessen.       
 
 
5.7.3 Ionenmobilität pyro-und diphosphorylierter Peptide 
Für Direktinjektionen wurden wässrige Lösungen bestehend aus ca. 1 pmol di- und pyrophosphory-
lierter Peptide hergestellt und diese mit einer Advion TriVersa™ NanoMate (Advion, Ithaca, NY, 
USA), chipbasierten Elektrosprayionisationsquelle ionisiert. Die Sprayspannung lag zwischen 1340 
und 1680 V wobei ein Strom von 80 bis 120 nA floss. Der Druck lag zwischen 0,3 und 0,5 bar und die 
Distanz zwischen Chip und Kapillare betrug ca. 2,5 mm. Als Massenspektrometer kam ein timsTOF 
Pro™ (Bruker, Billerica, Massachusetts, USA) zum Einsatz. Hochaufgelöste MS wurden in einem 
Massenbereich von m/z 100- 1700 im positiven Modus aufgezeichnet. Trappedionenmobilitätstren-
nungen (TIMS) wurden im Standardmodus mit 100% Duty clycle und einer ramp time von maximal 
350 ms durchgeführt. Es wurden sowohl Fullscans als auch MRMs aufgezeichnet. 
 
 
5.7.4 Neutralverlustgetriggerte EThcD-Experimente  
Für Spike-in-Experimente wurden ca. 100 fmol des Peptides ISIDppTSDEESELSKK (PP-8) und 
0,5 μg eines standardisierten HeLa-Proteinverdaus (Pierce, Thermo Fisher Scientific) in 5 μL Wasser 
aufgenommen. Vor jeder Sequenz von Messungen wurde das komplette chromatographische System, 




inklusive Trappingsäule und analytischer Trennsäule, mit 0,1% iger Zitronensäure in 1% ACN ge-
spült, um möglicherweise im System enthaltene Kationen (wie zum Beispiel Fe2+) zu chelatisieren und 
zu entfernen. Unter Verwendung der bereits im Kapitel 5.6.5.1beschriebenen, chromatographischen 
Bedingungen und des instrumentellen Aufbaus wurden neutralverlustgetriggerte EThcD MS/MS Ex-
perimente wie folgt durchgeführt: FTMS-Übersichtsspektren wurden in einem Bereich von 350 bis 
1500 m/z bei einem Auflösungsvermögen von 120.000 aufgezeichnet. Zur Erhöhung der Massen-
genauigkeit wurde die Easy-IC-Funktion, als Lockmasse, genutzt. Um den AGC-Targetwert von 2 x 
105 zu erreichen, wurde eine maximale Injektionszeit von 50 ms angewendet. Die monoisotopischen 
Spezies von zwei und dreifach geladenen Precursorionen wurden für die Fragmentierung ausgewählt, 
wobei Vorläuferionen mit hohem Ladungszustand bevorzugt fragmentiert wurden. Die Vorläuferionen 
wurden mit einem massenselektiven Quadrupol aus dem Ionenstrahl innerhalb eines Isolationsfensters 
von m/z 1,6 isoliert. Um eine wiederholte Fragmentierung hochabundanter Precursorionen zu verhin-
dern, wurde das dynamische Ausschlussverfahren eingesetzt und verschiedene Intervalle zwischen 10 
und 40 s erprobt. CID-MS/MS Spektren wurden mit einer normalisierten Kollisionsenergie 25% und 
einem AGC-Targetwert von 5 x 103 durchgeführt. Für die Isolierung der Vorläuferionen standen 
50 ms zur Verfügung. Die generierten Fragmentionen wurden im Rapidmodus in der Ionenfalle als 
centroide Daten detektiert. Sobald Neutralverluste von m/z 49 und m/z 89 bei einem zuvor doppelt 
geladenen Precursorion auftraten, diese zu den fünf intensivsten Signalen zählten und eine relative 
Abundanz ≥15% aufwiesen, wurde ein zusätzliches Fragmentionspektrum des gleichen Precursorions 
aufgezeichnet. Für die Fragmentierung dreifachgeladener Vorläuferionen galt, sobald Neutralverluste 
von m/z 32,7 und m/z 59,3 detektiert wurden, die ebenfalls mindestens eine relative Intensität von über 
15% aufwiesen und zu den sechs häufigsten Fragmenten zählten, wurde ein zusätzliches ETHCD-
Spektrum aufgezeichnet. Für die getriggerte EThcD Fragmentierung wurde eine maximale Injektions-
zeit von 1000 ms bei einem AGC-Targetwert von 1 x 105 zugelassen. Die generierten EThcD-Frag-
mentspektren wurden in der Orbitrap-Zelle mit einer Auflösung von 15.000 (FWHM) als profile Daten 
detektiert. Für den ETD-Prozess wurden kalibrierte, ladungsabhängige ETD-Parameter verwendet und 
die zusätzliche Fragmentierung mittels HCD zugelassen. Die normalisierte Kollisionsenergie der zu-
sätzlichen Aktivierung wurde wie folgt dem Ladungszustand angepasst: Zuvor doppelt geladene wer-
den mit 50% sa und dreifach geladene Vorläuferionen mit 25% normalisierter Kollisionsenergie frag-
mentiert. Normalisierung der Kollisionsenergie bezieht sich dabei auf den Ladungszustand des ur-
sprünglichen Vorläuferions.      




5.8 Identifizierung endogener Proteinpyrophosphorylierungen  
5.8.1 Identifizierung von Proteinpyrophosphorylierungen in S. cerevisiae 
5.8.1.1 Kultivierung und Zelllyse von Hefezellen 
Der folgende Hefestamm wurde untersucht: Wildtyp (WT) Genotyp: his3Δ1leu2Δ0lys2Δ0ura3Δ0. Die 
Herstellung des Hefezelllysats, die Proteinreduktion –und alkylierung, der Trypsinverdau und die Pep-
tidentsalzungsschritte wurden nach einem überarbeiteten Prozedere von Villén und Gygi durchge-
führt.111 Die Zellen wurden  bei 30 °C bis zur Mid-log Phase (OD (600nm) = 0.600-0.700) in YPDA 
Medium kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation mit 3,000 rpm für 5 min bei 4˚C geerntet. 
Das Pellet wurde mit 50 mM Tris-HCl (pH 7,50; 10,0 mL) gewaschen und durch Zentrifugation bei 
3.000 rpm für 5 min bei 4 ˚C isoliert.  
Für die Herstellung von Zelllysaten wurden zwei EDTA-freie Tabletten Proteaseinhibitoren (Roche 
Life Sciences) dem MS-Lysepuffer, welcher Phosphataseinhibitoren (8 M Harnstoff, 75 mM NaCl, 
50 mM Tris (pH 8,2), 50 mM NaF, 50 mM β–Glycerophosphat, 1 mM Natriumorthovanadat, 10 mM 
Natriumpyrophosphat, 1 mM PMSF; 10,0 mL) enthielt, hinzugefügt. Alle Schritte wurden bei 4 °C 
durchgeführt. Ein Zellpellet wurde mit jeweils 300 μL  MS-Lysepuffer behandelt. Die Zelllösung 
wurde in verschraubbare Probenröhrchen überführt und Glaskügelchen hinzugefügt. Die Zellen wur-
den mit FastPrep (MP Biomedicals, Santa Ana, USA), unter Verwendung gebräuchlicher Bedingun-
gen (6,5 m/s für 3 x 60 Sekunden mit 1 min Pausen zwischen Zyklen), aufgeschlossen. Nach der Zell-
lyse wurde ein Loch in den Boden des Röhrchens gebohrt und die Probe wurde von den Glaskügel-
chen durch Zentrifugation bei 6.000 rpm entfernt. Zellbruchstücke wurden durch Zentrifugation bei 
11.800 rpm für 10 min entfernt. Der Überstand wurde entfernt und die Proteinkonzentration wurde mit 
einem BCA-Kit (Pierce, Thermo Scientific) bestimmt. 
Für die Reduktion der Proteine wurde ein 1 mL Zelllysat mit 5 mM DTT bei 56˚C für 25 min inku-
biert. Danach wurden die Proben auf Raumtemperatur abgekühlt, mit 14 mM Iodacetamid versetzt und 
für 30 min in der Dunkelheit geschüttelt. Die Proben wurden dann mit einer weiteren Portion DTT 
(finale Konzentration: 10 mM) gequenscht und für weitere 15 min bei Raumtemperatur in der Dunkel-
heit geschüttelt.    
Für den tryptischen Verdau wurden die reduzierten und alkylierten Proteine in 25 mM Tris-Puffer 
pH 8,0 in einem Verhältnis von 1:5 aufgenommen. Der Verdau wurde mit Trypsin (Promega) in einem 
Verhältnis von 1:200 und 1 mM CaCl2 über Nacht bei einer Temperatur von 37 °C durchgeführt. Nach 
Abkühlung auf Raumtemperatur wurden die Proben mit TFA auf eine Endkonzentration von 0,4% 
gebracht und für 10 min bei 2.500 g zentrifugiert.  
Die Entsalzung der Peptide erfolgte mit 500 mg Waters C18 SepPak-Kartuschen. Dazu wurden die 
Kartuschen zuerst mit 9 mL ACN und anschließend mit 50% ACN in H2O mit 0.5% AcOH gewa-
schen. Die Säule wurde danach mit 9 mL 0,1% TFA in H2O gewaschen und mit den verdauten Pepti-




den in 0,4% TFA-Lösung beladen. Die Peptide wurden anschließend mit 9 mL 0,1% TFA-Lösung und 
900 μL 0,5% AcOH-Lösung gewaschen. Abschließend wurden die Peptide mit 5-6 mL 50% ACN mit 
0.5% AcOH eluiert und unter Erhalt eines weißen Rückstandes gefriergetrocknet.   
 
 
5.8.1.2 Anreicherung mit Zn-DPA-Komplex 
Der zinkbeladene, harzgebundene Dipicolylaminkomplex (Zn-DPA) wurde mit Hilfe eines primäre 
Amine enthaltenden DPA-Liganden und Affi-Gel™ 10 (Bio-Rad, Hercules, USA) basierend auf dem 
Verfahren von Conway et. al hergestellt (vgl. Kapitel.1.2.3).143 Alle folgenden Schritte zur Herstellung 
des Affinitätsreagenzes wurden bei 4 °C durchgeführt. 500 μL Affi-Gel 10 (15 μmol/mL) wurden mit 
dreimal mit jeweils 1 mL DMF gewaschen und für 3 min bei 5.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand 
wurde entfernt und verworfen. Aus dem Rückstand wurde eine Stammlösung bestehend aus 3,3 mg 
Ligand und 5,5 mL DMF hergestellt. Jeweils 1 mL Stammlösung und 500 μL Harz wurden mit 1,7 μL 
DIPEA (10 μmol) versetzt und über Nacht unter Bewegung zur Reaktion gebracht. Nach 16 h wurde 
das Harz für 3 min bei 5.000 rpm zentrifugiert, der Überstand entfernt und aufbewahrt. Daraufhin 
wurde das Harz mit dreimal jeweils 950 μL DMF gewaschen. Die Überstände und Waschlösungen 
wurden danach vereinigt und aufkonzentriert, um die Umsetzung mittels Protonen-NMR zu überprü-
fen. 950 μL wässrige Ethanolaminlösung (1M) wurden jedem Röhrchen hinzugefügt, das Harz für eine 
Stunde geschüttelt, zentrifugiert und der Überstand verworfen. Abschließend wurden die Kügelchen 
mit 950 μL H2O gewaschen und bei 4 °C in 2%iger Natriumazidlösung gelagert.     
Vor jeder Anreicherung wurden der Inkubationspuffer (25 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM KCl), der 
Waschpuffer (1 mM Pi in Inkubationspuffer) und der Elutionspuffer (5 mM PPi in Inkubationspuffer)  
frisch hergestellt. Die Beladung des Harzes wurde mit Protonen-NMR auf 1,0 bis 1,7 μmol/mL einge-
stellt. Alle folgenden Schritte der Anreicherung wurden bei 4 °C durchgeführt: 200 μL Zn-DPA-Brei 
(~200-300 nmol) wurden dreimal mit jeweils 500 μL Waschlösung behandelt und für 2 min bei 
11.000 rpm zentrifugiert. Danach wurde das Harz mit frisch hergestelltem ZnBr2 (10 mM in Inkubati-
onspuffer) beladen, zentrifugiert und der Überstand verworfen. Als nächstes wurde das Harz zweimal 
mit jeweils 950 μL Inkubationspuffer gewaschen, zentrifugiert und der Überstand verworfen. Ca. 
1,8 mg Peptide, aufgenommen in Inkubationspuffer, wurden mit 200-300 nmol Harz für eine Stunde 
geschüttelt, für 2 min bei 11.000 rpm zentrifugiert und der Überstand mit den unphosphorylierten Pep-
tiden aufbewahrt. Danach erfolgte das Waschen mit Inkubationspuffer (2 x 950 μL), Zentrifugation 
und das Verwerfen des Überstandes. Monophosphorylierte Peptide wurden zweimal durch zehn minü-
tiges Inkubieren mit 500 μL Pi (1mM) und Zentrifugation von dem Harz gewaschen. Abschließend 
wurden pyrophosphorylierte und multipel phosphorylierte Peptide, durch zehn minütiges Waschen des 
Zn-DPA-Reagenzes mit 500 μL PPi Elutionspuffer (5 mM) und Zentrifugation bei 11.000 rpm für 
2 min, eluiert. Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt und beide Eluate vereinigt.  




Zum Entsalzen der Peptide wurde die Lösung mit konzentrierter Ameisensäure auf einen pH-Wert <2  
gebracht. Parallel dazu wurde eine Oasis™ HLB Kartusche (10 mg, Waters) mit jeweils 1 ml MeOH 
und H2O konditioniert. Die Kartusche wurde anschließend mit der angesäuerten Probe beladen und die 
Peptide mit jeweils 1 ml H2O und 1 mL 2%iger FA gewaschen. Für die Elution der Peptide wurde ein 
Gemisch aus 5% NH3 in 45% H2O in 50% ACN verwendet. Zuletzt wurde das Eluat gefriergetrocknet, 
um die pyrophosphorylierten Peptide zu erhalten. Für die LC-MS-Analyse wird der Rückstand in H2O 
aufgenommen.  
Für die massenspektrometrische Analyse der Proben wurden die in Kapitel 5.7.4 vorgestellte Neutral-
verlust getriggerte ETHCD-Methode verwandt. Die Auswertung der massenspektrometrischen Rohda-
ten erfolgte nach der in Kapitel 5.8.3 beschriebenen Vorgehensweise. 
 
 
5.8.2 Identifizierung endogener Proteinpyrophosphorylierungen in HEK293 Zellen 
5.8.2.1 Kultivierung und Zelllyse von HEK293 Zellen 
Die Herstellung des Zelllysats, die Reduktion und Alkylierung der Proteine und die Entsalzung der 
Peptide wurden nach einem Protokoll von Villén und Gygi durchgeführt.111 Vier 5 cm Platten 
HEK 293 Zellen in DMEM (FBS, penstrep, gluta.) bei 60-70% Konfluenz wurden in 15 cm Platten 
gesplittet und vier Tage lang kultiviert. Parallel dazu wurden 100 mL Lysispuffer (8 M Harnstoff, 
75 mM NaCl, 50 mM Tris (pH=8,2), 1 mM NaF, 1 mM β–Glycerophosphat, 1 mM Natriumorthovana-
dat, 10 mM Pyrophosphat & 1 mM PMSF) ohne Zusatz von Proteaseinhibitor hergestellt und in 
10 mL Aliquote aufgeteilt. Nach vier Tagen entsprach die Konfluenz jeder Platte ca. 95%. Ein Aliquot 
des Lysispuffers  wurde mit EDTA-freiem Proteaseinhibitor cOmplete™ (Roche, Basel) versetzt. Nach 
der Kultivierung wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 5 mL PBS gewaschen, mit 5 mL 
Trypsin abgelöst und mit 10 mL DMEM gequenscht. Drei Kulturen wurden ausgezählt und eine mitt-
lere Zelldichte von 7,28 x 106/ml, 8,28 x 106/ml and 7,88 x 106/ml ermittelt. Die Zellsuspension wurde 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Der Rückstand wurde in 4 mL PBS aufgenommen und 
fünf der zehn Proben miteinander vereinigt, sodass sich fünf Proben ergaben. Die Zellsuspension wur-
de wiederrum zentrifugiert und der Überstand verworfen. Anschließend wurden 2 mL Lysispuffer 
jedem Röhrchen hinzugefügt, die Probe gevortext und für 4 min auf Eis abgekühlt. Danach wurde die 
Probe 3 x 1 min einer Ultraschallbehandlung unterzogen. Zellbruchstücke wurden durch Zentrifugati-
on mit 2.500 g für 10 min entfernt. Der Überstand wurde gesammelt und mittels Pierce BCA Kit 
(Thermo Fisher Scientific) ein Proteingehalt von ca. 100 mg bestimmt. 
Im nächsten Schritt wurden die Proteine mit 5 mM DTT auf ein 1 mL Aliquot Lysat für 25 min bei 
56°C reduziert. Danach wurde der Überstand abgenommen und 14 mM Iodacetamid je Aliquot hinzu-
gefügt und die Proteine für 30 min unter Ausschluss von Licht alkyliert. Abschließend wurde die Pro-




be auf eine finale Konzentration von 10 mM DTT gebracht und für 15 min in der Dunkelheit inku-
biert. Danach  wurden die Proben in einem Verhältnis von 1:5 mit 25 mM Trispuffer pH=8,0 verdünnt 
und 1 mM CaCl2 sowie sequencing grade modified Trypsin (Promega) in einem Verhältnis von 1:50  
hinzugefügt. Der Verdau erfolgte über Nacht bei 37°C unter Schütteln.  
Die Peptide wurden mit TFA auf eine finale Konzentration von 0,4% angesäuert, für 10 min bei 
2500 g zentrifugiert und Zellbruchstücke entfernt. Parallel dazu wurden 500 mg Waters C18 SepPak™ 
Kartuschen mit 7,5 mL ACN und 2,5 mL 50% ACN in 0,5% iger AcOH gewaschen. Die Kartusche 
wurde anschließend mit 0,1% TFA äquilibriert und mit den tryptischen Peptiden beladen. Danach 
wurde die Kartusche mit 7,5 mL 0,1% TFA-Lösung gewaschen. Das Gegenion wurde in einem finalen 
Waschschritt mit 900 µL 0,5% iger AcOH ausgetauscht und die Peptide mit 3 x 2 mL ACN eluiert. 
Die gesammelten Fraktionen wurden unter Gefriertrocknung eingeengt.      
 
5.8.2.2 Anreicherung mit Zn-DPA-Komplex 
Vor Beginn der Anreicherung wurden Inkubationspuffer (25 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM KCl), 
Waschpuffer (1 mM Pi in Inkubationspuffer) und Elutionspuffer (5 mM PPi in Inkubationspuffer) 
frisch vorbereitet und die Beladung des Harzes (1,0 bis 1,7 μmol/mL) mit Proton NMR bestimmt. Alle 
Anreicherungsschritte wurden bei 4°C durchgeführt. 200 μL (ca. 200-300 nmol) des Zn-DPA-Harzes 
wurden in ein Eppendorfröhrchen überführt, mit Inkubationspuffer (3 x 500 μL) gewaschen und bei 
3.000 g für 3 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und verworfen. Danach wurde das 
Harz mit einer frisch hergestellten ZnBr2-Lösung (10 mM, 26,1 mg in 10 mL Inkubationspuffer) für 
10 min unter Schütteln beladen. Daraufhin wurde das Gemisch kurz zentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Im Anschluss wurde das Harz mit Inkubationspuffer (2 x 950 μL) behandelt, zentrifugiert 
und der Überstand verworfen. 1 mL tryptischer Peptide (ca. 1,8 mg/mL), aufgenommen in Inkubati-
onspuffer, wurde dem Harz hinzugefügt und eine Stunde geschüttelt. Danach wurden die Kügelchen 
für 3 min bei 3000 g zentrifugiert und der Überstand, welcher unphosphorylierte Peptide enthielt, ab-
genommen. Unspezifisch gebundene Peptide wurden durch Waschen mit Inkubationspuffer (2 x 
950 μL) und Zentrifugation abgetrennt. Als nächstes wurden 3 x 500 μL Pi Waschpuffer (1 mM) hin-
zugefügt und die Proben für 10 min geschüttelt. Nach Zentrifugation wurden die Überstände abge-
nommen und gesammelt. Die Elution pyrophosphorylierter Peptide erfolgte durch zweifache Zugabe 
von 500 μL 5 mM PPi-Lösung und Schütteln für 10 min. Nach Zentrifugation für 3 min mit 3.000 g 
erhielt man einen Überstand, der aufbewahrt wurde. Der Elutionsschritt wurde ein weiteres Mal wie-
derholt. 
Die vereinigten Eluate wurden mit 10%iger FA angesäuert (pH<2) und damit eine 1 cc Oasis™ HLB 
Kartusche (Waters) beladen. Zuvor wurde diese Kartusche mit 1 mL MeOH gewaschen und mit 1 mL 
H2O äquilibriert. Die beladene Kartusche wurde mit 1 mL 5%iger FA gewaschen und die Peptide im 
Anschluss mit 1 mL 5%iger NH3-Lösung in 50% MeOH eluiert.  




5.8.2.3 Anreicherung von Phosphopeptiden mit IMAC-Beads 
Zusätzlich wurden IMAC-Anreicherungen mit PHOS-Select™ Iron Affinity Gel beads (Sigma Aldrich, 
Allentown, USA) durchgeführt. Dazu wurden 400 μL der IMAC-Kügelchen mit 1,2 mL Bindungspuf-
fer (40% ACN & 25 mM FA) gewaschen. Danach wurden die Kügelchen für 30 s bei 10.000 rpm 
zentrifugiert und der Überstand entfernt. Dieses Waschen der Beads wurde dreimal wiederholt. Nach 
dem letzten Waschschritt wurden die Kügelchen in 400 μL Bindungspuffer aufgenommen, sodass ein 
Brei mit einem Gesamtvolumen von 800 μL entstand. Die gewaschenen Beads wurden anschließend 
mit den tryptischen Peptiden, welche in 1 mL Bindungspuffer gelöst waren, beladen. Für die Bindung 
wurden die Proben für 1 h geschüttelt. Im Anschluss wurde das Gemisch für 2 min bei 10.000 rpm 
zentrifugiert und der Überstand, welcher die unphosphorylierten Peptide enthielt, entfernt. Um unspe-
zifisch gebundene Peptide zu entfernen wurden die Kügelchen dreimal mit 1,2 mL Bindungspuffer 
gewaschen. Die Elution der immobilisierten Peptide erfolgte mit zweimal 500 μL Elutionspuffer 
(50 mM K2HPO4, pH=10). Die eluierten Fraktionen wurden vereinigt und für die Entsalzung mit Oasis 
HLB Säulen mit 10% Ameisensäure auf einen pH-Wert <2 gebracht. Die finale Präparation der Pro-
ben erfolgte wie in Kapitel 5.8.1.2 beschrieben.               
 
 
5.8.2.4 SAX-Fraktionierung angereicherter Peptide 
Die aus den verschiedenen Anreicherungsverfahren stammenden Peptide wurden teilweise einer Frak-
tionierung mittels SAX-Chromatographie unterzogen. Für die Fraktionierung stand eine Agilent Infi-
nity™ 1260 HPLC mit Fraktionssammler (Santa Clara, USA) zur Verfügung. Gesteuert wurde die 
Anlage mit der Software ChemStation™ Open LAB CDS Version 1.9.0. Als stationäre Phase wurde 
eine IonPac™ AS-24 SAX-Säule 250 x 2.2 mm von Thermo Fisher Scientific verwendet. Die mobile 
Phase bestand aus Puffer A (20 mM Ammoniumformiat & 20% ACN) und Puffer B (1 M Ammoni-
umformiat & 1% ACN). Beide Komponenten wurden in folgendem Gradienten eingesetzt: 
Tabelle 15: Gradient der SAX zur Fraktionierung von pyrophosphorylierten Peptiden. 
 Zeit (min) Flussrate (ml/min) Puffer A (%) Puffer B (%) 
0-5 0,2 100 0 
5-65 0,2 50 50 
65-85 0,2 0 100 
85-100 0,2 0 100 
100-101 0,2 100 0 
101-105 0,2 100 0 
 
 




Von Beginn an bis zu einer Retentionszeit von 105 min wurde für jeweils fünf Minuten eine Fraktion 
gesammelt, sodass sich insgesamt 21 Fraktionen mit einem Volumen von jeweils 1 mL ergaben. Die 




5.8.2.5 Neutralverlustgetriggerte EThcD/HCD-Experimente  
Vor der Messung der Fraktionen wurde das komplette chromatographische System, inklusive Trap-
pingsäule und analytischer Trennsäule, mit 0,1% iger Zitronensäure in 1% ACN gespült, um möglich-
erweise im System enthaltene Kationen (wie zum Beispiel Fe2+) zu chelatisieren und zu entfernen. 
Unter Verwendung des im Kapitel 5.2.2 beschriebenen nanoLC-MS-Systems wurden neutralverlustge-
triggerte EThcD/HCD-Experimente durchgeführt: FTMS-Übersichtsspektren wurden in einem Be-
reich von 350 bis 1500 m/z bei einer Auflösung von 60.000 aufgezeichnet. Auf die Verwendung der 
EASY-IC-Funktion wurde verzichtet. Um den AGC-Targetwert von 4 x 105 zu erreichen, wurde eine 
maximale Injektionszeit von 50 ms zugelassen. Die monoisotopischen Spezies von zwei bis vierfach 
geladenen Precursorionen wurden für die Fragmentierung ausgewählt, wobei Vorläuferionen mit ho-
hem Ladungszustand bevorzugt fragmentiert wurden. Als Intensitätsschwellwert  wurde 5 x 104 fest-
gelegt. Die Vorläuferion wurden mit einem massenselektiven Quadrupol innerhalb eines Isolations-
fensters von 1.6 m/z isoliert. Um eine wiederholte Fragmentierung hochabundanter Precursorionen zu 
verhindern, wurde eine dynamische Ausschlusszeit von 20 s eingesetzt. CID MS/MS Spektren wurden 
mit einer normalisierten Kollisionsenergie 25% und einem AGC-Targetwert von 1 x 104 durchgeführt. 
Für die Isolierung der Vorläuferionen standen 100 ms zur Verfügung. Die generierten Fragmentionen 
wurden mit einem Auflösungsvermögen von 15.000 als centroide Daten aufgezeichnet. Sobald der 
Neutralverlust von 177,943 Da mit einer relativen Abundanz ≥ 15% innerhalb eines Massenfehlers 
von ±20 ppm auftrat, wurden zusätzliche EThcD und HCD Fragmentionspektren des gleichen Precur-
sorions aufgezeichnet. Für die getriggerte EThcD Fragmentierung wurde eine maximale Injektionszeit 
von 2000 ms bei einem AGC-Targetwert von 1 x 105 zugelassen. Die generierten EThcD-Fragment-
spektren wurden in der Orbitrap-Zelle mit einem Auflösungsvermögen von 60.000 und einem m/z-
Bereich von 200-3000 als profile Daten detektiert. Für den ETD-Prozess wurden kalibrierte, ladungs-
abhängige ETD-Parameter verwendet und eine zusätzliche HCD Aktivierung von 30% zugelassen. 
Das getriggerte HCD-Spektrum wurde mit einem Targetwert von 5 x 104, einer maximalen Injektions-








5.8.3 Datenbankgestützte Auswertung zur Identifizierung von Pyrophosphorylierungen 
Die MS Rohdaten wurden mit Proteome Discoverer™ Version 2.2 (Thermo Fisher Scientific) analy-
siert und ausgewertet. Im Spektrumselektor wurden ausschließlich EThcD und HCD Spektren für die 
weitere Auswertung herangezogen. Zur Vereinfachung der komplexen EThcD Spektren wurde der 
Nichtfragmentionenfilter mit folgenden Parameter eingesetzt: Precursorionen und ladungsreduzierte 
Precursorionen wurden innerhalb eines Massenfensters von 4 Da entfernt. Darüber hinaus wurden 
Signale, welche von Neutralverlusten stammten, in einem Massenbereich von 2 Da von der Analyse 
ausgeschlossen. Die Fragmentionenspektren wurden danach entweder gegen die Proteomdatenbank 
von S. cerevisiae oder die humane Proteomdatenbank mit Hilfe des Suchalgorithmus Sequest HT™ 
gesucht. Bis zu zwei Fehlspaltstellen wurden zugelassen und Trypsin als Protease ausgewählt. Als 
Massentoleranz für Vorläuferionen wurde 10 ppm gewählt und die Massenabweichung für Fragmenti-
on durfte 0,02 Da betragen. Oxidationen von Methionin, Phosphorylierungen von Serin, Threonin und 
Tyrosin sowie Pyrophosphorylierungen von Serin und Threonin und Carbamidomethylierungen von 
Methionin wurden als variable Modifikationen gesucht. Die ermittelten Ergebnisse wurden zusätzlich 
mit dem Target Decoy PSM Validator und einer False discovery rate (FDR) von 0,01 auf Peptidlevel 
gefiltert. Zusätzlich wurden die EThcD und HCD-Spektren manuell evaluiert, wobei ein besonderes 
Augenmerk auf dem Ausmaß an Neutralverlusten, die Sequenzabdeckung des Peptides, die Verteilung 
der Ionenserien und das Signal zu Rauschverhältnis der einzelnen Fragmentionen gelegt wurde.   
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Tandemmassenspektrometrie von cysteinphosphorylierten Peptide 
 
 












MP05_JB_315_1zu10_ETDhcd_sa10%_CID_HCD_OT #5317 RT: 36.52 AV: 1 NL: 2.36E5
F: ITMS + c NSI r d Full ms2 776.3334@cid35.00 [208.0000-1563.0000]
































456.2579 603.3098 998.5878764.5037374.3991 1181.5714865.3889 1352.7544 1437.6450
MP05_JB_315_1zu10_ETDhcd_sa10%_CID_HCD_OT #5318 RT: 36.52 AV: 1 NL: 7.20E5
F: FTMS + p NSI d Full ms2 776.3334@hcd30.00 [120.0000-1563.0000]









































































Einfluss der normalisierten Kollisionsenergie auf die relativen Abundanzen der Neutralverluste  
 
 
CID MS/MS Spektrum des dreifach protonierten Peptides IGIHSGSpCVAGVVGLTMPR mit einer 
NCE von 35% 
MP05_JB_315_1zu10_ETDhcd_sa10%_HCD_OT_150814140008 #5120 RT: 35.96 AV: 1 NL: 5.30E4
T: FTMS + p NSI d sa Full ms2 517.8941@etd61.14@hcd10.00 [120.0000-1564.0000]















































































MP09_JB_316_CID_OT #10689 RT: 40.01 AV: 1 NL: 2.57E6
F: FTMS + c NSI d Full ms2 644.9865@cid35.00 [172.0000-1945.0000]














































































CID MS/MS Spektrum des dreifach protonierten Peptides IGIHSGSpCVAGVVGLTMPR mit einer 






CID MS/MS Spektrum des dreifach protonierten Peptides IGIHSGSpCVAGVVGLTMPR mit einer 
NCE von 25% 
 
MP09_JB_316_CID_OT #10690 RT: 40.01 AV: 1 NL: 2.95E6
F: FTMS + c NSI d Full ms2 644.9865@cid30.00 [172.0000-1945.0000]





































































MP09_JB_316_CID_OT #10691 RT: 40.01 AV: 1 NL: 3.75E6
F: FTMS + c NSI d Full ms2 644.9865@cid25.00 [172.0000-1945.0000]











































































Identifizierung einer endogenen Cysteinphosphorylierung 
 
 





XIC des Precursorions (m/z 481,550) des endogenen pCys Peptides ENITNLDApCITR. 
 
RT: 10.00 - 60.00














































































F: ms   MS 
MS797_JB
324_14a
RT: 10.00 - 60.00
























































ms   MS 
MS797_JB324
_14a





Nachweis der endogenen Cysteinphosphorylierung. Oben ist das Fragmentspektrum des synthetischen 



































































































































05  RT: 46.41  AV: 1 T: FTMS + 




ms797_jb324_14a#3529  RT: 
35.59  AV: 1 F: FTMS + p NSI d 
sa Full ms2 
481.5498@etd61.14@hcd20.00 
[300.0000-1455.0000] 




Tandem-MS doppelt geladener, labil phosphorylierter Peptide 
 
                       HCD MS/MS b Fragmentionen          HCD MS/MS y Fragmentionen 
                         
Relative Abundanz von Fragmentionen und ihren 80 Da Neutralverlustspezies der Peptide pArg2, 
pHis3, pCys2, pLys3 während HCD MS/MS. 
 
                         
Relative Abundanz von Fragmentionen und Neutralverlustspezies (98 & 178 Da) während EThcD 
MS/MS. 
 
              
                        
Durchschnittliche relative Abundanz (%) der b-, c-, y- und z-Fragmentionen des Peptides pHis4 unter 
Verwendung ladungsabhängiger ETD-Parameter (≈100 ms ETD-Reaktionszeit) und verschiedener sa. 






EThcD MS/MS Spektrum des Peptides pArg5, gemessen mit ladungsabhängigen ETD-Parametern 
(≈100 ms ETD-Reaktionszeit) und verschiedenen zusätzlichen Aktivierungen. 






Relative Abundanzen der Precurosorionen unter Verwendung ladungsabhängiger ETD-Parameter 
(≈100 ms ETD-Reaktionszeit) und verschiedener zusätzlicher Aktivierungsenergien.  
Peptid Sequenz [M+2H]2+ 













ppSer 1 TAVEIDppSDSLK 668.775 30 4 0 0 0 0 
ppSer 2 TTAVEIDppSDSLK 719.299 29 4 0 0 0 0 
ppSer 3 SSEDppSSEEEDKA 736.722 26 5 0 0 0 0 
ppThr 4 TTAVEIDppTDSLK 726.307 32 6 0 0 0 0 
pHis 1 AVEIDpHDSLK 603.282 32 10 1 0 0 0 
pHis 2 TAVEIDpHDSLK 653.806 36 12 0 0 0 0 
pHis 3 TTAVEIDpHDSLK 704.328 40 12 0 0 0 0 
pHis 4 FATpHGGYLLQGK 686.326 42 16 2 0 0 0 
pHis 5 GGRTCpHAAIIAR 652.823 36 28 12 2 0 0 
pCys 1 AVEIDpCDSLK 586.257 28 2 0 0 0 0 
pCys 2 TAVEIDpCDSLK 636.78 41 3 0 0 0 0 
pCys 3 TTAVEIDpCDSLK 687.304 41 5 0 0 0 0 
pCys 4 EQLpCFSLYNAQR 775.847 30 0 0 0 0 0 
pCys 5 ENITNLDApCITR 721.821 46 1 0 0 0 0 
pArg 1 TAVEIDpRDSLK 649.324 51 21 0 0 0 0 
pArg 2 TTAVEIDpRDSLK 713.85 88 52 6 0 0 0 
pArg 3 FTSEpRGYIVESK 747.852 70 46 12 0 0 0 
pArg 4 GFLVpREQDPK 634.313 61 32 8 0 0 0 
pArg 5 NGFLVpREQDPK 691.334 60 29 2 0 0 0 
pLys 1 AVEIDpKDSLK 598.799 44 12 0 0 0 0 
pLys 2 TAVEIDpKDSLK 649.324 57 20 0 0 0 0 
pLys 3 TTAVEIDpKDSLK 699.847 65 16 0 0 0 0 
pLys 4 LpKTEAEMK 514.746 76 65 20 1 0 0 
pLys 5 HLpKTEAEMK 583.275 56 46 12 1 0 0 
pLys 6 ALELFRpKDAAK 670.857 100 87 22 0 0 0 
 Durchschnitt  49 21 4 0 0 0 
 
 
Relative Abundanz der ladungsreduzierten Precursorionen unter Verwendung ladungsabhängiger 
ETD-Parameter (≈100 ms ETD-Reaktionszeit) und verschiedener zusätzlicher Aktivierungsenergien.  
Peptid Sequenz [M+2H]2+ 













ppSer 1 TAVEIDppSDSLK 668.775 100 100 100 100 100 100  
ppSer 2 TTAVEIDppSDSLK 719.299 100 100 100 80 80 82 
ppSer 3 SSEDppSSEEEDKA 736.722 100 100 100 100 100 100 
ppThr 4 TTAVEIDppTDSLK 726.307 100 100 100 96 80 95 
pHis 1 AVEIDpHDSLK 603.282 100 100 100 100 100 100 
pHis 2 TAVEIDpHDSLK 653.806 100 100 100 100 100 100 
pHis 3 TTAVEIDpHDSLK 704.33 100 100 100 100 100 100 
pHis 4 FATpHGGYLLQGK 686.326 100 100 100 100 100 100 
pHis 5 GGRTCpHAAIIAR 652.823 100 100 100 100 100 100 
pCys 1 AVEIDpCDSLK 586.257 100 100 88 74 60  54 
pCys 2 TAVEIDpCDSLK 636.78 100 100 92 84 94 42 
pCys 3 TTAVEIDpCDSLK 687.304 100 100 100 100 100 95 
pCys 4 EQLpCFSLYNAQR 775.847 100 100 100 100 100 58 
pCys 5 ENITNLDApCITR 721.821 100 100 100 90 66 30 
pArg 1 TAVEIDpRDSLK 649.324 100 100 100 100 100 100 
pArg 2 TTAVEIDpRDSLK 713.85 100 100 100 100 100 100 
pArg 3 FTSEpRGYIVESK 747.852 100 100 100 100 100 100 
pArg 4 GFLVpREQDPK 634.313 100 100 100 100 100 100 
pArg 5 NGFLVpREQDPK 691.334 100 100 100 100 100 100 
pLys 1 AVEIDpKDSLK 598.799 100 100 100 100 100 100 
pLys 2 TAVEIDpKDSLK 649.324 100 100 100 100 100 100 
pLys 3 TTAVEIDpKDSLK 699.847 100 100 100 100 100 100 
pLys 4 LpKTEAEMK 514.746 100 100 100 100 88 72 
pLys 5 HLpKTEAEMK 583.275 100 100 100 100 100 100 
pLys 6 ALELFRpKDAAK 670.857 100 100 100 100 92 80 
  Durchschnitt   100 100 99 97 94 88 
 




Relative Abundanz der Neutralverluste ausgehend von den Precursorionen unter Verwendung la-
dungsabhängiger ETD-Parameter (≈100 ms ETD-Reaktionszeit) und verschiedener zusätzlicher Akti-
vierungsenergien.  
Peptid Sequenz 
Relative Abundanz der Neutralverlust vom Precursorion (%) 
EThcD20% EThcD25% EThcD30% EThcD35% EThcD40% EThcD50% 
    80 98 178 80 98 178 80 98 178 80 98 178 80 98 178 80 98 178 
ppSer 1 TAVEIDppSDSLK - 3 8 - 1 8 - 0 1 - 0 0 - 0 0 - 0 0 
ppSer 2 TTAVEIDppSDSLK - 3 8 - 1 8 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 
ppSer 3 SSEDppSSEEEDKA - 4 10  3 14 - 1 4 - 0 0 - 0 0 - 0 0 
ppThr 4 TTAVEIDppTDSLK - 3 4 - 3 6 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 
pHis 1 AVEIDpHDSLK 0 4 - 2 7 - 3 2 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pHis 2 TAVEIDpHDSLK 0 5 - 1 12 - 2 3 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pHis 3 TTAVEIDpHDSLK 0 5 - 1 12 - 2 2 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pHis 4 FATpHGGYLLQGK 8 2 - 8 10 - 13 6 - 5 2 - 0 0 - 0 0 - 
pHis 5 GGRTCpHAAIIAR 6 8 - 7 10 - 20 14 - 23 9 - 27 5 - 0 0 - 
pCys 1 AVEIDpCDSLK 2 12 - 6 2 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pCys 2 TAVEIDpCDSLK 2 23 - 14 4 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pCys 3 TTAVEIDpCDSLK 2 20 - 13 3 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pCys 4 EQLpCFSLYNAQR 3 13 - 1 6 - 3 2 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pCys 5 ENITNLDApCITR 0 4 - 6 13 - 0 1 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pArg 1 TAVEIDpRDSLK 0 2 - 0 1 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pArg 2 TTAVEIDpRDSLK 0 3 - 1 7 - 3 4 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pArg 3 FTSEpRGYIVESK 0 1 - 2 6 - 8 6 - 2 1 - 0 0 - 0 0 - 
pArg 4 GFLVpREQDPK 0 2 - 2 4 - 4 4 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pArg 5 NGFLVpREQDPK 0 2 - 2 8 - 6 4 - 1 0 - 0 0 - 0 0 - 
pLys 1 AVEIDpKDSLK 0 2 - 0 1 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pLys 2 TAVEIDpKDSLK 0 2 - 0 1 - 0 1 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pLys 3 TTAVEIDpKDSLK 0 2 - 0 3 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pLys 4 LpKTEAEMK 0 1 - 1 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
pLys 5 HLpKTEAEMK 0 2 - 1 38 - 4 7 - 4 3 - 0 0 - 0 0 - 
pLys 6 ALELFRpKDAAK 0 8 - 2 39 - 12 40 - 8 16 - 0 1 - 0 1 - 
 
 
Identifizierungsrate (%) und Anzahl an unique Peptiden unter Verwendung ladungsabhängiger 




 HCD EThcD 20% EThcD 25% EThcD 30% EThcD 35% EThcD 40% EThcD 50% 
ppSer 1 TAVEIDppSDSLK 90.8 7.6 4.1 9.5 38.3 33.7 0 
ppSer 2 TTAVEIDppSDSLK 99.5 12.7 33.2 56.5 69.5 82.8 83.6 
ppSer 3 SSEDppSSEEEDKA 73.5 100 100 100 100 100 50.0 
ppThr 4 TTAVEIDppTDSLK 98.4 15.8 63.6 100 79.7 93.8 91.3 
pHis 1 AVEIDpHDSLK 75.0 100 75.0 100 100 50.0 0 
pHis 2 TAVEIDpHDSLK 100 80.0 26.7 75.0 80.0 5.9 5.9 
pHis 3 TTAVEIDpHDSLK 100 100 10.7 88.9 92.9 6.7 6.7 
pHis 4 FATpHGGYLLQGK 100 80.0 96.7 100 59.2 87.0 90.0 
pHis 5 GGRTCpHAAIIAR 45.4 0 28.6 83.3 83.3 100 100 
pCys 1 AVEIDpCDSLK 0 87.5 16.7 16.7 0 0 0 
pCys 2 TAVEIDpCDSLK 41.7 14.3 25.0 45.5 33.3 42.9 4.3 
pCys 3 TTAVEIDpCDSLK 97.5 9.1 42.9 69.0 51.1 47.8 41.9 
pCys 4 EQLpCFSLYNAQR 98.6 2.3 20.5 40.5 37.1 24.0 1.0 
pCys 5 ENITNLDApCITR 100 42.9 42.9 50.0 22.2 0 5.6 
pArg 1 TAVEIDpRDSLK 100 0 0 66.7 25.0 33.3 0 
pArg 2 TTAVEIDpRDSLK 85.7 0 33.3 50.0 50.0 33.3 0 
pArg 3 FTSEpRGYIVESK 100 16.7 16.7 80.0 100 50.0 37.5 
pArg 4 GFLVpREQDPK 100 0 0 33.3 0 0 0 
pArg 5 NGFLVpREQDPK 80.4 2.0 7.8 41.3 50.0 31.3 11.5 
pLys 1 AVEIDpKDSLK 100 60.0 60.0 75.0 83.3 83.3 100 
pLys 2 TAVEIDpKDSLK 92.7 75.0 75.0 85.7 88.9 85.7 66.7 
pLys 3 TTAVEIDpKDSLK 100 50.0 73.0 83.3 82.2 78.0 82.4 
pLys 4 LpKTEAEMK 100 14.3 37.5 66.6 22.2 44.4 57.9 
pLys 5 HLpKTEAEMK 86.5 0 2.7 14.3 10.8 7.0 4.0 
pLys 6 ALELFRpKDAAK 58.7 13.1 0 1.2 0 0 0 
 Durchschnittliche Identifi-
zierungsrate 84.7 35.1 40.0 63.5 55.0 45.3 35.5 
# unique Peptide 24/25 20/25 22/25 25/25 22/25 21/25 20/25 
 




ptmRS Positionswahrscheinlichkeit (%) und Anzahl korrekt identifizierter Phosphorylierungsstellen 
unter Verwendung ladungsabhängiger ETD-Parameter (≈100 ms ETD-Reaktionszeit) und verschiede-
ner zusätzlicher Aktivierungsenergien.  
Peptide Sequenz 






EThcD 30% EThcD 35% EThcD 40% 
EThcD 
50% 







ppS7 (100)  ppS7 (100)  ppS7 (100)  - 







 ppS8 (100)  ppS8 (100)  ppS8 (100)  ppS8 (100)  




























ppT8 (100)  ppT8 (100)  ppT8 (100)  ppT8 (100)  
pHis 1 AVEIDpHDSLK pH6 (99.3) pH6 (100) pH6 (100) pH6 (100) pH6 (100) pH6 (100) - 
pHis 2 TAVEIDpHDSLK pT1 (100) pH7 (100) pH7 (99.6) pH7 (99.6) pH7 (100) - - 
pHis 3 TTAVEIDpHDSLK pS10 (100) pS10 (100) pS10 (100) 
pH8/pS10 
(50:50)  
pH8 (100) pH8 (100) pT1 (100) 






















pC6 (100.0) pC6 (100.0) - - 






pC7 (100.0) pC7 (100.0) pC7 (100.0) 
pC7 
(100.0) 








pC8 (100.0) pC8 (100.0) pC8 (100.0) 
pC8 
(100.0) 
pCys 4 EQLpCFSLYNAQR pC4 (99.5) pC4 (100) pC4 (100) pC4 (100) pC4 (100) pC4 (100) pC4 (100) 
pCys 5 ENITNLDApCITR pT4 (100) -  pT11 (100) pT11 (100) - - - 
pArg 1 TAVEIDpRDSLK pR7 (100) - - pR7 (100) pR7 (100) pR7 (100) - 
pArg 2 TTAVEIDpRDSLK pR8 (100) - pR8 (100) pR8 (100) pR8 (100) pR8 (100) - 
pArg 3 FTSEpRGYIVESK pS3 (98.9) pR5 (100) pR5 (100) pR5 (100) pR5 (100) pR5 (100) - 
pArg 4 GFLVpREQDPK pR5 (100) - pR5 (100) pR5 (100) pR5 (100) pR5 (100) pR5 (100) 
pArg 5 NGFLVpREQDPK pR6 (99.4) pR6 (100) pR6 (100) pR6 (100) pR6 (100) pR6 (100) pR6 (100) 
pLys 1 AVEIDpKDSLK pK6 (99.1) pK6 (100) pK6 (100) pK6 (100) pK6 (100) pK6 (100) pK6 (100) 
pLys 2 TAVEIDpKDSLK pK7 (99.1) pK7 (100) pK7 (100) pK7 (100) pK7 (100) pK7 (100) pK7 (100) 
pLys 3 TTAVEIDpKDSLK pK8 (99.2) pK8 (99.6) pK8 (100) pK8 (100) pK8 (100) pK8 (100) pK8 (100) 
pLys 4 LpKTEAEMK pK2 (99.7) pK2 (100) pK2 (100) pK2 (100) pK2 (100) pK2 (100) pK2 (100) 




- pK3 (100) pK3 (100) pK3 (100) pK3 (100) pK3 (100) 
pLys 6 ALELFRpKDAAK pK7 (99.5) pR6 (100) - pK7 (99.7) - - - 
 
# Phosphorylierungs-
stellen mit ptmRS 
Positionswahrschein-
lichkeit >99% 
21/25 17/25 21/25 22/25 21/25 20/25 14/25  
  
# Korrekt lokalisierte 













Durchschnittlicher Sequest Xcorr Score der identifizierten Peptide und Anzahl an unique Peptiden 
unter Verwendung von 30% NCE zusätzlicher Aktivierung und verschiedenen ETD-Reaktionszeiten.  
Peptid Sequenz 
Durchschnittlicher Sequest Sequest Xcorr Score/Identifizierungsrate (%)  
75ms ≈100ms 125ms 150ms 
ppSer 1 TAVEIDppSDSLK 3.99/47.1 3.6/9.5 3.55/41.7 3.60/30.8 
ppSer 2 TTAVEIDppSDSLK 4.37/80.9 3.83/56.5 3.86/67.4 3.49/54.2 
ppSer 3 SSEDppSSEEEDKA 4.85/0.774 4.35/100 3.46/85.7 3.82/71.4 
ppThr 4 TTAVEIDppTDSLK /67.7 3.91/100 3.95/67.7 3.62/67.7 
pHis 1 AVEIDpHDSLK 4.44/100 4.26/100 3.79/50.0 3.72/50.0 
pHis 2 TAVEIDpHDSLK 4.57/69.2 4.41/75.0 3.87/61.5 3.76/57.1 
pHis 3 TTAVEIDpHDSLK 4.61/100 3.92/88.9 4.06/88.0 4.05/87.5 
pHis 4 FATpHGGYLLQGK 5.05/50.0 4.79/100 3.47/94.1 4.00/96.8 
pHis 5 GGRTCpHAAIIAR 3.23/75.0 2.84/83.3 3.05/100 2.31/100 
pCys 1 AVEIDpCDSLK -/0 4.02/16.7 3.65/66.7 3.75/16.7 
pCys 2 TAVEIDpCDSLK 4.66/33.3 3.91/45.5 3.95/38.5 3.71/33.3 
pCys 3 TTAVEIDpCDSLK 4.96/74.4 4.24/69.0 4.16/65.8 3.93/55.6 
pCys 4 EQLpCFSLYNAQR 4.88/61.9 4.04/40.5 3.81/44.7 3.78/9.0 
pCys 5 ENITNLDApCITR 4.82/6.7 4.61/50.0 -/0 -/0 
pArg 1 TAVEIDpRDSLK 4.96/50.0 4.36/66.7 4.76/33.3 3.52/33.3 
pArg 2 TTAVEIDpRDSLK 5.38/66.7 4.54/50.0 4.26/75.0 3.89/42.9 
pArg 3 FTSEpRGYIVESK 5.19/83.3 4.42/80.0 4.71/71.4 4.82/66.7 
pArg 4 GFLVpREQDPK -/0 3.62/33.3 3.56/33.3 -/0 
pArg 5 NGFLVpREQDPK 4.82/40.4 4.16/41.3 4.04/41.7 3.94/23.9 
pLys 1 AVEIDpKDSLK 4.98/83.3 4.78/75.0 4.32/100 4.53/60.0 
pLys 2 TAVEIDpKDSLK 4.99/90.0 4.42/85.7 4.43/100 4.07/100 
pLys 3 TTAVEIDpKDSLK 5.58/84.1 4.79/83.3 4.72/87.7 4.34/75.4 
pLys 4 LpKTEAEMK 4.49/12.5 4.18/66.6 4.30/50.0 4.03/66.7 
pLys 5 HLpKTEAEMK 4.66/9.3 3.9/14.3 3.87/22.4 3.86/5.4 
pLys 6 ALELFRpKDAAK -/0 3.72/1.2 3.71/4.0 3.85/1.6 
  Durchschnittlicher Sequest Xcorr Score 4.82 4.17 3.99 3.85 
 Durchschnittliche Identifizierungsrate 54.8 63.5 60.4 49.0 
  # unique Peptide 22/25 25/25 24/25 23/25 
 
ptmRS Positionswahrscheinlichkeit (%) und Anzahl korrekt identifizierter Phosphorylierungsstellen 
unter Verwendung von 30% zusätzlicher Aktivierungsenergie und verschiedenen 
ETD-Reaktionszeiten.  
Peptide Sequence 
Identifizierte Phosphorylierungsstelle/ ptmRS Positionswahrscheinlichkeit (%) 
75ms ≈100ms 125ms 150ms 
ppSer 1 TAVEIDppSDSLK - ppS7 (100) ppS7 (100) ppS7 (100) 
ppSer 2 TTAVEIDppSDSLK ppS8 (100)  ppS8 (100) ppS8 (100) ppS8 (100) 
ppSer 3 SSEDppSSEEEDKA ppS5 (100) ppS5 (100) ppS5 (100) ppS5 (100) 
ppThr 4 TTAVEIDppTDSLK ppT (100) ppT8 (100) ppT (100) ppT (100) 
pHis 1 AVEIDpHDSLK pH6 (100) pH6 (100) pH6 (100) pH6 (100) 
pHis 2 TAVEIDpHDSLK pH7 100.0 pH7 (99.6) pH7 100.0 pH7 100.0 
pHis 3 TTAVEIDpHDSLK pS10 (99.5) pH8/pS10 (50:50)  pH8/pS10 (50:50) pS10 (100) 
pHis 4 FATpHGGYLLQGK  pT3 (100)  pT3/pH4 (50:50)  pT3/pH4 (50:50) pT3/pH4 (50:50)  
pHis 5 GGRTCpHAAIIAR pC5 (98.6) pT4/pC5 (50:50) pT4/pC5 (49.8:49.8) pC5 (98.5) 
pCys 1 AVEIDpCDSLK - pC6 (100.0) pC6 100.0 pC6 100.0 
pCys 2 TAVEIDpCDSLK pC7 (100.0) pC7 (100.0) pC7 (100.0) pC7 (100.0) 
pCys 3 TTAVEIDpCDSLK pC8 (100.0) pC8 (100.0) pC8 (100.0) pC8 (100.0) 
pCys 4 EQLpCFSLYNAQR pC4 (100) pC4 (100) pC4 (100) pC4 (100) 
pCys 5 ENITNLDApCITR - pT11 (100) - - 
pArg 1 TAVEIDpRDSLK pR7 (100) pR7 (100) pR7 (100) pR7 (100) 
pArg 2 TTAVEIDpRDSLK pR8 (100) pR8 (100) pR8 (100) pR8 (100) 
pArg 3 FTSEpRGYIVESK pR5 (100) pR5 (100) pR5 (100) pR5 (100) 
pArg 4 GFLVpREQDPK - pR5 (100) pR5 (100) pR5 (100) 
pArg 5 NGFLVpREQDPK pR6 (100) pR6 (100) pR6 (100) pR6 (100) 
pLys 1 AVEIDpKDSLK pK6 (100) pK6 (100) pK6 (100) pK6 (100) 
pLys 2 TAVEIDpKDSLK pK7 (100) pK7 (100) pK7 (100) pK7 (100) 
pLys 3 TTAVEIDpKDSLK pK8 (100) pK8 (100) pK8 (100) pK8 (100) 
pLys 4 LpKTEAEMK pK2 (100) pK2 (100) pK2 (100) pK2 (100) 
pLys 5 HLpKTEAEMK pK3 (100) pK3 (100) pK3 (100) pK3 (100) 
pLys 6 ALELFRpKDAAK - pK7 (99.7) pK7 (99.7) pK7 (100) 
 
# Phosphorylierungsstelle mit ptmRS 
Positionswahrscheinlichkeit >99% 
19/25 22/25 21/25 21/25 
  
# Korrekt lokalisierte Phosphorylie-
rungsstellen 
12/25 22/25 21/25 21/25 




Durchschnittlicher Sequest Xcorr score der identifizierten Peptide und die Anzahl an Peptiden bei 
30% sa, ladungsabhängigen ETD Parametern und verschiedenen AGC-Targetwerten. 
Peptide Sequenz 
Average Sequest Xcorr score/identification rate (%) 
3e4 4e4 5e4 1e5 
ppSer 1 TAVEIDppSDSLK -/o -/0 3.6/9.5 3.90/21.8 
ppSer 2 TTAVEIDppSDSLK 3.64/1.2 3.70/10.8 3.83/56.5 4.31/78.3 
ppSer 3 SSEDppSSEEEDKA 4.21/100 4.03/100 4.35/100 4.29/100 
ppThr 4 TTAVEIDppTDSLK 3.64/3.3 3.83/9.1 3.91/100 4.47/96.7 
pHis 1 AVEIDpHDSLK 3.71/16.7 -/0 4.26/100 4.05/75.0 
pHis 2 TAVEIDpHDSLK 3.82/6.3 3.87/33.3 4.41/75.0 4.37/33.3 
pHis 3 TTAVEIDpHDSLK 4.13/1.2 3.84/10.2 3.92/88.9 4.19/58.1 
pHis 4 FATpHGGYLLQGK 4.34/83.3 4.13/96.8 4.79/100 4.28/100 
pHis 5 GGRTCpHAAIIAR 2.12/100 2.27/100 2.84/83.3 3.52/100 
pCys 1 AVEIDpCDSLK -/0 -/0 4.02/16.7 4.04/83.3 
pCys 2 TAVEIDpCDSLK -/0 4.22/33.3 3.91/45.5 4.25/46.2 
pCys 3 TTAVEIDpCDSLK 4.18/010.4 4.47/60.5 4.24/69.0 4.95/94.9 
pCys 4 EQLpCFSLYNAQR 4.33/1.0 4.26/25.3 4.04/40.5 4.36/65.8 
pCys 5 ENITNLDApCITR -/0 4.27/40 4.61/50.0 4.44/57.1 
pArg 1 TAVEIDpRDSLK 4.11/33.3 -/0 4.36/66.7 4.37/66.7 
pArg 2 TTAVEIDpRDSLK 4.79/40.0 4.86/50.0 4.54/50.0 4.92/66.7 
pArg 3 FTSEpRGYIVESK 4.97/50.0 4.95/66.7 4.42/80.0 4.78/100 
pArg 4 GFLVpREQDPK -/0 -/0 3.62/33.3 4.38/33.3 
pArg 5 NGFLVpREQDPK 4.32/10.3 4.35/21.2 4.16/41.3 4.67/58.3 
pLys 1 AVEIDpKDSLK 4.32/66.6 4.70/80.0 4.78/75.0 4.96/100 
pLys 2 TAVEIDpKDSLK 4.18/62.5 4.44/88.9 4.42/85.7 4.84/100 
pLys 3 TTAVEIDpKDSLK 4.48/55.3 4.82/79.7 4.79/83.3 5.18/88.7 
pLys 4 LpKTEAEMK 4.32/37.5 4.12/25.0 4.18/66.7 4.36/66.7 
pLys 5 HLpKTEAEMK 4.23/1.3 4.22/9.2 3.9/14.3 4.18/31.8 
pLys 6 ALELFRpKDAAK -/0 -/0 3.72/1.2 4.00 
 Durchschnittlicher Sequest Xcorr Score 4.10 4.18 4.17 4.42 
 Durchschn. Identifizierungsrate 28.3 39.2 63.5 71.0 
 # unique Peptide 19/25 19/25 25/25 25/25 
 
ptmRS Positionswahrscheinlichkeit (%) und Anzahl an korrekt lokalisierten Phosphorylierungsstellen. 
Die Daten wurden mit 30% sa, ladungsabhängigen ETD Parametern und verschiedenen AGC-
Targetwerten ermittelt.  
Peptide Sequenz 
Assigned phosphosite/ ptmRS site probability (%) 
3e4 4e4 5e4 1e5 
ppSer 1 TAVEIDppSDSLK - - ppS7 (100) ppS7 (100) 
ppSer 2 TTAVEIDppSDSLK ppS8 (100) ppS8 (100)  ppS8 (100) ppS8 (100) 
ppSer 3 SSEDppSSEEEDKA ppS5 (100) ppS5 (100) ppS5 (100) ppS5 (100) 
ppThr 4 TTAVEIDppTDSLK ppT8 (100) ppT8 (100) ppT8 (100) ppT8 (100) 
pHis 1 AVEIDpHDSLK pH6 (100) - pH6 (100) pH6 (100) 
pHis 2 TAVEIDpHDSLK pH7 (100) pH7 (100) pH7 (99.6) pH7 (100) 
pHis 3 TTAVEIDpHDSLK pS10 (100) pS10 (100) pH8/pS10 (50:50)  pS10 (100) 
pHis 4 FATpHGGYLLQGK 
pT3/pH4 
(50:50)   
pT3/pH4 (50:50)     pT3/pH4 (50:50) T3/H4 (50:50)    








pCys 1 AVEIDpCDSLK - - pC6 (100.0) pC6 (100) 
pCys 2 TAVEIDpCDSLK - pC7 (100) pC7 (100.0) pC7 (100) 
pCys 3 TTAVEIDpCDSLK pC8 (100) pC8 (100) pC8 (100.0) pC8 (100) 
pCys 4 EQLpCFSLYNAQR pC4 (100) pC4 (100) pC4 (100) pC4 (100) 
pCys 5 ENITNLDApCITR - pT11 (100) pT11 (100) pC9 (100) 
pArg 1 TAVEIDpRDSLK pR7 (100) - pR7 (100) pR7 (100) 
pArg 2 TTAVEIDpRDSLK pR8 (100) pR8 (100) pR8 (100) pR8 (100) 
pArg 3 FTSEpRGYIVESK pR5 (100) pR5 (100) pR5 (100) pR5 (100) 
pArg 4 GFLVpREQDPK - - pR5 (100) pR5 (100) 
pArg 5 NGFLVpREQDPK pR6 (100) pR6 (100) pR6 (100) pR6 (100) 
pLys 1 AVEIDpKDSLK pK6 (100) pK6 (100) pK6 (100) pK6 (100) 
pLys 2 TAVEIDpKDSLK pK7 (100) pK7 (100) pK7 (100) pK7 (100) 
pLys 3 TTAVEIDpKDSLK pK8 (100) pK8 (100) pK8 (100) pK8 (100) 
pLys 4 LpKTEAEMK pK2 (100) pK2 (100) pK2 (100) pK2 (100) 
pLys 5 HLpKTEAEMK pK3 (100) pK3 (100) pK3 (100) pK3 (100) 
pLys 6 ALELFRpKDAAK - - pK7 (99.7) pK7 (99.7) 
 
# Phosphorylierungsstelle mit ptmRS 
Positionswahrscheinlichkeit  >99% 
17/25 17/25 22/25 22/25 
  
#Korrekt lokalisierte Phosphorylie-
rungsstellen 16/25 15/25 21/25 22/25 




Relative Abundanz der Neutralverluste ausgehend vom Precursorion während der 
HCD-Fragmentierung. 
Peptid Sequenz 
Relative Abundanz der Neutralverluste ausgehend von Precursorion (%) 
NL 80 Da NL 98 Da NL 116 Da NL 178 Da NL 196 Da 
ppSer 1 TAVEIDppSDSLK - - - - - 
ppSer 2 TTAVEIDppSDSLK - - - <1 1 
ppSer 3 SSEDppSSEEEDKA - - - - - 
ppThr 4 TTAVEIDppTDSLK - - - - - 
pHis 1 AVEIDpHDSLK 10 8 2 - - 
pHis 2 TAVEIDpHDSLK 2 2 1 - - 
pHis 3 TTAVEIDpHDSLK 64 16 10 - - 
pHis 4 FATpHGGYLLQGK 65 15 8 - - 
pHis 5 GGRTCpHAAIIAR 100 16 4 - - 
pCys 1 AVEIDpCDSLK - - - - - 
pCys 2 TAVEIDpCDSLK - - - - - 
pCys 3 TTAVEIDpCDSLK - - - - - 
pCys 4 EQLpCFSLYNAQR - <1 1 - - 
pCys 5 ENITNLDApCITR - <1 <1 - - 
pArg 1 TAVEIDpRDSLK 2 2 <1 - - 
pArg 2 TTAVEIDpRDSLK 12 10 7 - - 
pArg 3 FTSEpRGYIVESK 4 2 <1 - - 
pArg 4 GFLVpREQDPK 5 3 2 - - 
pArg 5 NGFLVpREQDPK 5 4 3 - - 
pLys 1 AVEIDpKDSLK <1 <1 <1 - - 
pLys 2 TAVEIDpKDSLK 2 3 <1 - - 
pLys 3 TTAVEIDpKDSLK - - - - - 
pLys 4 LpKTEAEMK 30 26 8 - - 
pLys 5 HLpKTEAEMK 62 100 39 - - 




Relative Abundanz von Phosphoimmoniumionen und deren Masse-zu-Ladungsverhältnisse. 
Peptid Sequenz Relative Abundanz der Phosphoimmoniumionen (%) m/z 
ppSer 1 TAVEIDppSDSLK - 218.978 
ppSer 2 TTAVEIDppSDSLK - 218.978 
ppSer 3 SSEDppSSEEEDKA - 218.978 
ppThr 4 TTAVEIDppTDSLK - 218.978 
pHis 1 AVEIDpHDSLK - 190.038 
pHis 2 TAVEIDpHDSLK - 190.038 
pHis 3 TTAVEIDpHDSLK - 190.038 
pHis 4 FATpHGGYLLQGK - 190.038 
pHis 5 GGRTCpHAAIIAR - 190.038 
pCys 1 AVEIDpCDSLK - 155.988 
pCys 2 TAVEIDpCDSLK - 155.988 
pCys 3 TTAVEIDpCDSLK - 155.988 
pCys 4 EQLpCFSLYNAQR - 155.988 
pCys 5 ENITNLDApCITR - 155.988 
pArg 1 TAVEIDpRDSLK - 209.080 
pArg 2 TTAVEIDpRDSLK - 209.080 
pArg 3 FTSEpRGYIVESK - 209.080 
pArg 4 GFLVpREQDPK - 209.080 
pArg 5 NGFLVpREQDPK - 209.080 
pLys 1 AVEIDpKDSLK 6 / 1 164.048 / 181.074 
pLys 2 TAVEIDpKDSLK 4 / <1 164.048 / 181.074 
pLys 3 TTAVEIDpKDSLK 3 / <1 164.048 / 181.074 
pLys 4 LpKTEAEMK <1 / - 164.048 / 181.074 
pLys 5 HLpKTEAEMK 38 / 8 164.048 / 181.074 









Charakterisierung von Proteinmodifikationen 
 
Charakterisierung der pyrophosphorylierten D127pS-Myoglobinmutante 
 
Ergebnisse der LC-MS-Analyse der intakten Myoglobinmutante 
 
 




Dekonvoliertes Spektrum der LC-MS-Analyse der intakten Myoglobinmutante Myo-D127ppSBn. 
 
 
MP13_AM_mar-9-pg163_127pS+Bn #265-381 RT: 5.50-7.10 AV: 117 NL: 1.39E6
T: FTMS + p ESI Full ms [197.0777-2000.0000]

























































Ergebnisse des bottom-up-Proteomikansatzes 
 





Peptide spectrum match zur Charakterisierung der Pyrophosphorylierungsstelle 
 
  





RT: 0.00 - 60.31




















































Base Peak F: 








Peptid spectrum matches zur Charakterisierung von Nebenprodukten  
 
 

















































































Charakterisierung der cysteinphosphorylierten Angiogenin S87C-Mutante 
 
Ergebnisse des bottom-up-Proteomikansatzes 
 
Totalionenstrom des bottom-up-Proteomikansatzes 
 








RT: 0.00 - 56.99


































































Base Peak F: 









Zusätzliche Cysteinsulfatierung auf dem Protein 
 







Charakterisierung von Antikörperwirkstoffkonjugaten 
 
Ergebnisse der LC-MS-Analyse der intakten Antikörperwirkstoffkonjugatuntereinheiten 
 
MS1 Übersichtsspektrum der LC-MS-Analyse der Antikörperwirkstoffkonjugatuntereinheiten. 
Proteindekonvolution  
 
MP13_MAK_182_2_intact_Antibody #167-247 RT: 6.50-7.49 AV: 81 NL: 8.99E5
T: FTMS + p ESI Full ms [500.0000-4000.0000]
















































































Ergebnisse des bottom-up-Proteomikansatzes  
 
Totalionenstrom des bottom-up-Proteomikansatzes 
 
 










RT: 0.00 - 55.00























































Base Peak F: 





























Sequenzabdeckung: Die grün unterlegten Sequenzabschnitte repräsentieren identifizierte Abschnitte 
des Proteins. Gelb markierte Methioninreste sind oxidiert. Rosa gekennzeichnete Cysteinreste sind 
cam-modifiziert. Die korrekte Cysteinmodifikation an Position C214 wurde Blau hervorgehoben und 






























Top-down-Fragmentierung von Myoglobin 
 
 






EThcD MS/MS Spektrum des 19fach geladenen Precursorions von Myoglobin. 
 
 
Myoglod50FT120 #128-138 RT: 7.49-7.96 AV: 11 NL: 3.98E6
T: FTMS + p ESI Full ms [500.0000-2000.0000]





















































myoglobin_50pgperul_etd1 #1-178 RT: 1.96-4.59 AV: 81 NL: 6.71E4
F: FTMS + p NSI sid=10.00  Full ms2 893.2200@etd6.00 [400.0000-2000.0000]

























































Sequenzabdeckungen verschiedener Fragmentierungstechniken 
 
 





Sequenzabdeckung von Myoglobin nach in-source und ETD Fragmentierung. Die jeweiligen Bin-





Sequenzabdeckung von Myoglobin nach EThcD Fragmentierung. Die jeweiligen Bindungsbrüche sind 
blau und rot hervorgehoben. 




Migration der Lysinphosporylierung während EThcD 
 
 











MP08_AH_ETD_all_typs8 #2093-2307 RT: 26.01-27.07 AV: 18 NL: 2.36E6
T: FTMS + p NSI d sa Full ms2 532.2755@etd61.14@hcd25.00 [197.0000-1607.0000]





















































MP08_AH_ETD_all_typs8_151120234803 #2201 RT: 27.36 AV: 1 NL: 2.59E4
T: FTMS + p NSI d sa Full ms2 399.4581@etd34.39@cid10.00 [197.0000-1608.0000]



























































Strategien zur Identifizierung endogener Lysinphosphorylierungen 
 
Proteomikansatz zur Identifizierung von pLy auf dem Histon H1 
 




Extrahierte Ionenchromatogramme und MS1 Spektren des Histon H1 Modellpeptides KKKARK-




RT: 0.00 - 45.03




















































































Base Peak m/z= 
436.2776-






Base Peak m/z= 
712.4259-










































































EThcD MS/MS Spektrum des fünffach geladenen Precursorions des unmodifizierten Peptides 
KKKARKSAGAAKRKASG (obere Hälfte) und EThcD MS/MS Spektrum des dreifach geladenen 





EThcD MS/MS Spektrum des dreifach geladenen, lysinphosphorylierten und sechsfach propionylier-
ten Peptides 2 prKprKprKARpKSAGAAprKRprKASG. 
 

























































































140  RT: 13.55  AV: 1 T: FTMS + 





39  RT: 40.20  AV: 1 F: FTMS + 
p NSI d sa Full ms2 
712.4323@etd61.14@hcd25.00 
[300.0000-2000.0000] 
MP11_AH_@H208_HCD_EThcD #3169 RT: 48.89 AV: 1 NL: 1.13E8
T: FTMS + p NSI d sa Full ms2 720.4131@etd61.14@hcd20.00 [300.0000-2000.0000]













































































Derivatisierung von Histon H1 
PSMs der identifizierten Peptide nach Propionylierung und tryptischen Verdau 
 
 
Sequenz: SETAPAAPAAPAPAEKTPVKKKAR, S1-Propionyl (56.02622 Da), K16-Propionyl 
(56.02622 Da), K20-Propionyl (56.02622 Da), K21-Propionyl (56.02622 Da), K22-Propionyl 
(56.02622 Da) 
Ladung: +3,   Monoisotopisch m/z: 889.82910 Da (+0.39 mmu/+0.43 ppm),   MH+: 2667.47275 Da,   
RT: 55.7010 min, 
Identifiziert mit: Mascot (v1.36); Ion Score:45 
 
 
Sequenz: KSAGAAKR, K1-Propionyl (56.02622 Da), K7-Propionyl (56.02622 Da) 
Ladung: +2,   Monoisotopisch m/z: 450.76660 Da (-0.11 mmu/-0.24 ppm),   MH+: 900.52593 Da,   
RT: 31.6727 min, 































































































Pre+H, Precursor, Precursor-H₂O, Precursor-H₂O-NH₃, Precursor-NH₃, Pre-H y, y-H₂O, y-NH₃, z, z+1, z+2
a, a-H₂O, a-NH₃, b, b-H₂O, b-NH₃, c
     MP11_AH_@H209_HCD_EThcD_160715042937.raw  #2420  RT: 55.7010 min











































































     MP11_AH_@H209_HCD_EThcD_160715042937.raw  #875  RT: 31.6727 min
     FTMS, 450.7666@etd137.56@hcd50.00, z=+2, Mono m/z=450.76660 Da, MH+=900.52593 Da, Match Tol.=0.02 Da






Sequenz: KASGPPVSELITKAVAASKER, K1-Propionyl (56.02622 Da), K13-Propionyl (56.02622 
Da), K19-Propionyl (56.02622 Da) 
Ladung: +3,   Monoisotopisch m/z: 769.76978 Da (+0.98 mmu/+1.27 ppm),   MH+: 2307.29477 Da,   
RT: 57.7342 min, 




Proteomweite Identifizierung labiler Phosphorylierungen mit dem Fokus auf pLys 
Basische RP-Chromatographie zur Fraktionierung von komplexen Peptidgemischen 
 
 
Wiederholte Injektion des BSA-Hydrolysats zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit der chormatogra-









































































































Pre+H, Precursor, Precursor-H₂O, Precursor-H₂O-NH₃, Precursor-NH₃, Pre-H y, y-H₂O, y-NH₃, z, z+1, z+2
a, a-H₂O, a-NH₃, b, b-H₂O, b-NH₃, c
     MP11_AH_@H209_HCD_EThcD_160715042937.raw  #2642  RT: 57.7342 min
     FTMS, 770.1037@etd61.14@hcd20.00, z=+3, Mono m/z=769.76978 Da, MH+=2307.29477 Da, Match Tol.=0.02 Da












HCD MS/MS Spektrum des vierfach geladenen, lysinphosphorylierten Peptides KKKARpK-
SAGAAKRKASG. 
 
F1_20180412_MP_pLys_HCD #2285 RT: 16.24 AV: 1 NL: 9.22E5
F: FTMS + p NSI d Full ms2 608.0267@hcd35.00 [110.0000-1835.0000]







































































F1_20180412_MP_pLys_HCD #2287 RT: 16.25 AV: 1 NL: 3.39E5
F: FTMS + p NSI d Full ms2 456.2718@hcd30.00 [110.0000-1836.0000]

























































































HCD MS/MS Spektrum des dreifach geladenen, lysinphosphorylierten Peptides RLYKLpKASKLAR. 
 
 
F1_20180412_MP_pLys_HCD #6534 RT: 27.51 AV: 1 NL: 9.11E7
F: FTMS + p NSI d Full ms2 763.9496@hcd30.00 [110.0000-1538.0000]

































































F1_20180412_MP_pLys_HCD #7330 RT: 28.67 AV: 1 NL: 2.14E6
F: FTMS + p NSI d Full ms2 509.6358@hcd30.00 [110.0000-1539.0000]




























































































F1_20180412_MP_pLys_HCD #6378 RT: 27.30 AV: 1 NL: 1.04E8
F: FTMS + p NSI d Full ms2 382.4793@hcd30.00 [110.0000-1540.0000]

















































































F1_20180412_MP_pLys_HCD #2197 RT: 16.51 AV: 1 NL: 2.21E4
F: FTMS + p NSI d Full ms2 438.7238@hcd30.00 [110.0000-888.0000]




































































Identifizierte labile Phosphorylierungen in HEK293-Zellen 
 
Cystein-Sulfatierung des 40s ribosomalen Proteins S3a (RPS3A) an Position C96 
 
 






Cystein-Sulfatierung des Nuclearribonuvleoprotein (HNRNPD) an Position C226 
 
 








Aspartatphosphorylierung der Amylase-alpha 1 (AMY1A) an Position D182 
 
 












Peptide-Spektrum-Match des HCD MS/MS Spektrums des aspartatphosphorylierten Peptides 
HACVPVpDFEEVHVSSNADEEDIR.  
 
















Histidinphosphorylierung des Premalins-A/C  an Position H405 
 
 
Peptide-Spektrum-Match des HCD MS/MS Spektrums des histidinphosphorylierten Peptides 
GRASSHSSQTQGGGSVTK.  
 




LC-MS-Analyse pyrophosphorylierter Peptide 
 
Repräsentatives  HCD MS/MS Spektrum 
 
 
HCD MS/MS Spektrum, Sequenzabdeckung und Fragmentionenzuordnung des dreifach geladenen 




Repräsentative EThcD MS/MS Spektren von dreifach geladenen Precursorionen 
 
  
EThcD MS/MS Spektrum, Sequenzabdeckung und Fragmentionenzuordnung des dreifach geladenen 
Peptides ISIDpSpSDEESELSKK (P2-4). 





EThcD MS/MS Spektrum, Sequenzabdeckung und Fragmentionenzuordnung des dreifach geladenen 






EThcD MS/MS Spektrum, Sequenzabdeckung und Fragmentionenzuordnung des dreifach geladenen 









Charakterisierung endogener Proteinpyrophosphorylierungen in S. cerevisiae 
 
 







Extrahiertes Ionenchromatogramm (XIC) m/z 830,983 des diphosphorylierten Peptides SKVEDAE-
YEpSpSDDEDEKLDK und des Pyrophosphopeptides SKVEDAEYEppSSDDEDEKLDK. 





CID MS/MS Spektrum und Neutralverlustmuster des pyrophosphorylierten Peptides 





Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum mit Fragmentionenzuordnung des pyrophosphorylierten 
Peptides SKVEDAEYEppSSDDEDEKLDK (Retentionszeit: 35,01 min; Scannummer: 8404). 














Extrahiertes Ionenchromatogramm (XIC) m/z 759,273 des diphosphorylierten Peptides VEDAEYEp-
SpSDDEDEKLDK und des Pyrophosphopeptides VEDAEYEppSSDDEDEKLDK. 
 





CID MS/MS Spektrum und Neutralverlustmuster des pyrophosphorylierten Peptides 







Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum mit Fragmentionenzuordnung des pyrophosphorylierten 
Peptides VEDAEYEppSSDDEDEKLDK (Retentionszeit: 35,35 min; Scannummer: 8669). 











CID MS/MS Spektrum und Neutralverlustmuster des pyrophosphorylierten Peptides KSK-
VEDAEYEppSSDDEDEKLDK (Retentionszeit: 36,81 min; Scannummer: 9841).  





EThcD MS/MS Spektrum und Neutralverlustmuster des pyrophosphorylierten Peptides KSK-








Extrahiertes Ionenchromatogramm (XIC) m/z 830,983 des diphosphorylierten Peptides SKVEDAE-
YEpSpSDDEDEKLDK und des Pyrophosphopeptides SKVEDAEYEppSSDDEDEKLDK. 
 





CID MS/MS Spektrum und Neutralverlustmuster des pyrophosphorylierten Peptides 








Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides SKVEDAE-
YEppSSDDEDEKLDK (Retentionszeit: 42,03 min; Scannummer: 7178). 
 
 












CID MS/MS Spektrum und Neutralverlustmuster des pyrophosphorylierten Peptides  
R(-NH3)SHHDDEEESppSEKK. (Retentionszeit: 36,48 min; Scannummer: 5584).  





Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum und Sequenzabdeckung des pyrophosphorylierten Peptides  

















CID MS/MS Spektrum und Neutralverlustmuster des pyrophosphorylierten Peptides  






Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides R(-NH3) SHHDDEEESpp-
SEK (Retentionszeit: 38,18 min; Scannummer: 5950).  
 






Vergleichende Darstellung der EThcD Spektren des endogenen Pyrophosphopeptides  
R(-NH3)SHHDDEEESppSEKK und des synthetischen Pyrophosphopeptides RSHHDDEEESppSEKK 














Charakterisierung endogener Proteinpyrophosphorylierungen in HEK 293 
 
Ergebnisse erzielt mit der Neutralverlusttrigger-EThcD-Methode 
 
 





Extrahiertes Ionenchromatogramm (XIC) m/z 833,010 des Pyrophosphopeptides  
VVDFGSATYDDEHHSTLVppSTR. 





CID MS/MS Spektrum und Neutralverlustmuster des pyrophosphorylierten Peptides  






Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides  
VVDFGSATYDDEHHSTLVppSTR (Retentionszeit: 39,38 min; Scannummer: 8599).  












Extrahiertes Ionenchromatogramm (XIC) m/z 832,676 des Pyrophosphopeptides  
VVDFGSATYDDEHHSTLVppSTR. 





CID MS/MS Spektrum und Neutralverlustmuster des pyrophosphorylierten Peptides  






Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides 
VVDFGSATYDDEHHSTLVppSTR (Retentionszeit: 40,43 min; Scannummer: 5144). 
 





Peptide-Spektrum-Match des EThcD MS/MS Spektrums des pyrophosphorylierten Peptides  
VVDFGSATYDDEHHSTLVppSTR, inklusive identifizierter Fragmentionen nach Datenbanksuche 


























CID MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides  









Getriggertes HCD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides 







Peptide-Spektrum-Match des HCD MS/MS Spektrums des pyrophosphorylierten Peptides  
YppSGAYGASVSDEELK, inklusive identifizierter Fragmentionen nach Datenbanksuche mittels 



















Extrahiertes Ionenchromatogramm (XIC) m/z 868,330 des Pyrophosphopeptides  
YppSGAYGASVSDEELK. 
 





Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides YppSGAYGASVSDEELK 







Peptide-Spektrum-Match des EThcD MS/MS Spektrums des pyrophosphorylierten Peptides  
YppSGAYGASVSDEELK, inklusive identifizierter Fragmentionen nach Datenbanksuche mittels 
Sequest und ptmRS.  


















RT: 0.00 - 80.00



















































































RT: 0.00 - 80.00

























































Base Peak m/z= 
966.3796-










CID MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides  








Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides 
ESEDKPEIEDVGSDEEEEKKDGDK (Retentionszeit: 38,20 min; Scannummer: 11487). 
 
 
F1_20171222_MP_JAMM_128_3_Fr10 #11485 RT: 38.20 AV: 1 NL: 4.80E4
F: FTMS + c NSI d Full ms2 966.3815@cid25.00 [261.0000-2000.0000]














































F1_20171222_MP_JAMM_128_3_Fr10 #11487 RT: 38.20 AV: 1 NL: 4.72E3
F: FTMS + p NSI d sa Full ms2 966.3815@etd46.91 966.3815@hcd30.00 [200.0000-3000.0000]









































































Peptide-Spektrum-Match des EThcD MS/MS Spektrums des pyrophosphorylierten Peptides  
ESEDKPEIEDVGSDEEEEKKDGDK, inklusive identifizierter Fragmentionen nach Datenbanksuche 





Totalionenstrom (TIC) einer Fraktion, welche die Pyrophosphopeptide KPATPAEDDEDDDED-















CID MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides  










Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides 







Peptide-Spektrum-Match des EThcD MS/MS Spektrums des pyrophosphorylierten Peptides  
KPATPAEDDEDDDEDLFGppSDNEEEDKEAAQLR, inklusive identifizierter Fragmentionen nach 

















CID MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides  
CGSGPVHISGQHLVAVEEDAEppSEDEEEEDVK (Retentionszeit: 58,33 min; Scannummer: 
21203).  
 





Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides 







Peptide-Spektrum-Match des EThcD MS/MS Spektrums des pyrophosphorylierten Peptides  
CGSGPVHISGQHLVAVEEDAEppSEDEEEEDVK, inklusive identifizierter Fragmentionen nach 




























CID MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides  







Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides 









Peptide-Spektrum-Match des EThcD MS/MS Spektrums des pyrophosphorylierten Peptides  
VMLGEppTNPADSKPGTIR, inklusive identifizierter Fragmentionen nach Datenbanksuche mittels 












RT: 0.00 - 116.00

























































































CID MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides  




RT: 0.00 - 116.00








































































Base Peak m/z= 
821.6548-




F1_20180725_MS_JAMM_2-7a_9 #13729 RT: 38.45 AV: 1 NL: 1.68E5
F: FTMS + c NSI d Full ms2 821.6046@cid25.00 [221.0000-2000.0000]





























































Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides 








Peptide-Spektrum-Match des EThcD MS/MS Spektrums des pyrophosphorylierten Peptides  
KGAGDGppSDEEVDGKADGAEAKPAE, inklusive identifizierter Fragmentionen nach 
Datenbanksuche mittels Sequest.  
 
 
F1_20180725_MS_JAMM_2-7a_9 #13731 RT: 38.46 AV: 1 NL: 1.93E4
F: FTMS + p NSI d sa Full ms2 821.6629@etd43.62 821.6629@hcd30.00 [200.0000-3000.0000]















































































Totalionenstrom (TIC) einer Fraktion, welche die Pyrophosphopeptide IDASKNEEDEGHSNppSSPR 






Extrahiertes Ionenchromatogramm (XIC) m/z 711,279 der Pyrophosphopeptide IDASKNEEDEG-




RT: 0.00 - 116.00









































































RT: 0.00 - 116.00

































































Base Peak m/z= 
711.2669-









CID MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides  






Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides  
IDASKNEEDEGHSNpSSPR (Retentionszeit: 26,00 min; Scannummer: 7256).  
 
 
F1_20180725_MS_JAMM_2-7a_8 #7254 RT: 26.00 AV: 1 NL: 1.25E5
F: FTMS + c NSI d Full ms2 711.2731@cid25.00 [190.0000-2000.0000]














































F1_20180725_MS_JAMM_2-7a_8 #7256 RT: 26.00 AV: 1 NL: 7.56E3
F: FTMS + p NSI d sa Full ms2 711.2731@etd43.62 711.2731@hcd30.00 [200.0000-3000.0000]













































































Peptide-Spektrum-Match des EThcD MS/MS Spektrums des pyrophosphorylierten Peptides  








CID MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides  





F1_20180725_MS_JAMM_2-7a_8 #7369 RT: 26.27 AV: 1 NL: 2.13E5
F: FTMS + c NSI d Full ms2 711.2731@cid25.00 [190.0000-2000.0000]






















































Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides  






Peptide-Spektrum-Match des EThcD MS/MS Spektrums des pyrophosphorylierten Peptides  






F1_20180725_MS_JAMM_2-7a_8 #7371 RT: 26.28 AV: 1 NL: 9.73E3
F: FTMS + p NSI d sa Full ms2 711.2731@etd43.62 711.2731@hcd30.00 [200.0000-3000.0000]























































































RT: 0.00 - 116.00












































































RT: 0.00 - 116.00






































































Base Peak m/z= 
936.3686-









CID MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides NEEPppSEEEIDAPKPK (Retentionszeit: 






Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides NEEPppSEEEIDAPKPK 
(Retentionszeit: 48,40 min; Scannummer: 19430).  
 
F1_20180725_MS_JAMM_2-7a_9 #19428 RT: 48.40 AV: 1 NL: 1.35E5
F: FTMS + c NSI d Full ms2 936.3400@cid25.00 [252.0000-1883.0000]

























































F1_20180725_MS_JAMM_2-7a_9 #19430 RT: 48.40 AV: 1 NL: 3.55E4
F: FTMS + p NSI d sa Full ms2 936.3781@etd98.13 936.3781@hcd30.00 [200.0000-3000.0000]






































































Peptide-Spektrum-Match des EThcD MS/MS Spektrums des pyrophosphorylierten Peptides NEEPpp-













RT: 0.00 - 116.00





























































Base Peak m/z= 
791.7851-









CID MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides SIppSADDDLQESSR (Retentionszeit: 






Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides SIppSADDDLQESSR (Re-




F1_20180725_MS_JAMM_2-7a_9 #20762 RT: 50.75 AV: 1 NL: 3.74E4
F: FTMS + c NSI d Full ms2 791.7930@cid25.00 [212.0000-1594.0000]






















































F1_20180725_MS_JAMM_2-7a_9 #20763 RT: 50.75 AV: 1 NL: 8.84E3
F: FTMS + p NSI d sa Full ms2 791.7930@etd98.13 791.7930@hcd30.00 [200.0000-3000.0000]









































































Peptide-Spektrum-Match des EThcD MS/MS Spektrums des pyrophosphorylierten Peptides 



























CID MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides FQppSEEQQQTEDELQDK (Retentions-









Getriggertes EThcD MS/MS Spektrum des pyrophosphorylierten Peptides 








Peptide-Spektrum-Match des EThcD MS/MS Spektrums des pyrophosphorylierten Peptides  
FQppSEEQQQTEDELQDK, inklusive identifizierter Fragmentionen nach Datenbanksuche mittels 
Sequest und ptmRS.  
 
 








Dual spezifische Proteinkinase  S341 S341 Nucleus 
MICOS Komplex Untereinheit  S50 Y49; S50153, 311, 334, 335 Nucleus, Mitochondrium 
Elongationfaktor 1-delta  S162 S16216, 311, 334 Nucleus 
Nukleophosmin  S125 S125153, 311, 334 Nucleus, Zytoskelett 
Heatshockprotein HSP 90-alpha  S263 S26316, 153 Nucleus 
Nukleosiddisphosphatkinase A T94 T94 Nucleus 
Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau  S713 S713153, 311 Nucleus 
Nucleolar RNA Helikase 2  S121 S121153, 334, 335 Nucleus 
Heterogenes Nuclearribonucleoprotein D0 S82 &S83 S80; S82; S83153, 334, 336 Nucleus 
Myosin- 9 S1943 S194316, 311 Zytoskelett 
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